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Weitere Studien tiber die Einwirkung von Milzenzymen 
auf Eiweif8 und dessen Spaltungsprodukte. 


Von 


S. G. Hedin. 


(Aus dem Physiol.-chem. Institut der Universitiit Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Miirz 1932.) 


Vor einiger Zeit habe ich gezeigt, daB das von mir als «-Pro- 
tease bezeichnete, bei alkalischer Reaktion wirkende_proteoly- 
tische Enzym der Milz in der Weise nachgewiesen wird, dai die 
Milz zunichst mit schwacher Séure etwa 20 Stunden bei 37° be- 
handelt wird, worauf der ungeléste Riickstand nach Auswaschen 
der Séure, mit NaCl-Lésung bei schwach alkalischer Reaktion 
und Zimmertemperatur etwa einen Tag stehen gelassen wird. 
Die so erhaltene Lésung wird dialysiert und enthilt «- und 
/-Protease. Im allgemeinen wirkt dieselbe stirker bei alkalischer, 
als bei saurer Reaktion.!) DaB bei der Behandlung des durch 
Saureeinwirkung erhaltenen Riickstandes sowohl das Kochsalz, 
wie auch alkalische Reaktion (MgO) und Zimmertemperatur von 
Bedeutung sind, habe ich friiher schon gefunden. Man kénnte 
aber weiter die Frage aufwerfen: 


Spielt die Behandlung mit schwacher Sdure bei 37° irgendwelche Rolle? 


Um dieser Frage naher zu treten, habe ich mit derselben Sub- 
stanz, Rindermilz, zwei parallele Versuche ausgefiihrt und zwar 
in der Weise, daB die Behandlung mit NaCl und MgO einerseits 
ohne vorangegangene Behandlung der Milzsubstanz mit Siure 
vorgenommen wurde, andererseits wie bei meinen eben zitierten 
Versuchen nach Behandlung mit Siure und Entfernung der 
Losung. 

Im ersten Falle wurden 150 g Milzsubstanz mit 200 g Wasser +- 100 ccm 


9°/,iger NaCl-Lésung und MgO 20 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Darauf wurde filtriert, was sehr langsam vonstatten ging. Das 


1) Diese Z. 188, 261 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVII, 1h 
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Filtrat wurde gegen Leitungswasser dialysiert und zur Erreichung schwach 
alkalischer Reaktion mit 5 ccm 0,1 n-NaOH pro 100 ccm versetzt. Die so 
erhaltene Lésung wird im folgenden mit A bezeichnet. Im letzteren Falle 
wurde die gleiche Menge Milzsubstanz (150 ¢) zunachst mit 250 ¢ Wasser 
und 5ccm n-Essigsiure etwa 20 Stunden bei 37° behandelt und _ filtriert. 
Das Filtrat, mit 0,1 n-NaOH méglichst auf py = 7,1 gebracht (wozu etwa 
30 cem 0,1 n-NaOH pro 100 ccm Filtrat nétig sind), wird im folgenden mit C 
bezeichnet. Das Ungeléste wurde gut gewaschen und darauf mit 200 g 
Wasser +- 100 ccm 9°/,iger NaCl-Lésung und MgO 20 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Das darauf folgende Filtrieren geschieht bedeutend 
rascher als beim Bereiten der Lésung A. Das Filtrat wird dialysiert und, mit 
NaOH wie die Lésung A versetzt, im folgenden mit B bezeichnet. Es muB 
dafiir Sorge getragen werden, daB die Lésungen A und B gegen die urspriinglich 
zur Dialyse gestellten Filtratmengen in dem gleichen Verhaltnis verdiinnt sind. 

In dieser Arbeit bezeichnen die angefiihrten Ziffern, wenn nicht anders 
angegeben wird, Anzahl Kubikzentimeter der zugesetzten Lésungen. Die 
angewandten Lésungen von NaOH und HCl waren 0,1 n. und die NaCl- 
Lésung 9°/,ig. Die links von der vertikalen Linie angefiihrten Stoffe waren 
wihrend der 24 Stunden bei 37° dauernden Enzymwirkung zugegen. Nach 
dem Schlusse der Enzymwirkung wurden die rechts von der vertikalen Linie 
angegebenen Stoffe zunachst zugegeben und dann 25 n-Natriumacetat +- 
25 n-Essigsiure. Die Mischungen wurden dann 18 Minuten im siedenden 
Wasserbade gehalten und am folgenden Tage filtriert, worauf Stickstoff- 
bestimmung mit 75 cem Filtrat ausgefiihrt wurde. Die erhaltenen NH,-Werte 
werden in Kubikzentimeter 0,1 n-Saure angegeben. Blindwerte mit 25 Minuten 
in dem Wasserbade erhitzter (erh.) Enzymlésung wurden stets bestimmt.') 
Als Substrat wurde Casein angewandt, und die als Cas. bezeichnete Lésung 
enthielt in 500 cem 20g Casein (Kahlbaum nach Hammarsten bercitet) 
und 100 cem 0,1 n-NaOH. Die Enzymwirkung mit Alkali fand stets bei 
Pu = 7,5 statt. 

Die Untersuchungen iiber die Wirkung der Saurebehandlung wurden mit 
folgenden Enzymmischungen ausgefiilrt: 


5A + 10H,O + 25 Cas. + 3Na0OH _ 1OHCI | 
5 A erh.?) es es ss Pr} yA 


Dieselben Mischungen wurden mit B anstatt A hergestellt. Die Ergebnisse 


waren in 5 Versuchen: 


A. B. 
i. Zz Diff. - . Diff. 
8.3 86,5 +- 1,8 32,2 7,8 + 24,4 
67 6,5 +- Q,2 24.9 7,385 + 17,55 
14,4 14,65 0,25 27,8 12,9 -+- 14,9 
15,3 15,6 0,3 27,1 15,8 + 11,; 
22.9 21,8 +41,1 41,4 20,6 + 20,8 


1) Um zu untersuchen, ob beim Erhitzen der Enzymlésung_ irgend- 
welche Anderung des fallbaren Stickstoffs eintrete, habe ich zwei sonst gleiche 
Lésungen von Casein, aber die eine erhitztes, die andere nichterhitztes Enzym 


enthaltend, sofort in angegebener Weise gefallt und analysiert. — Die Ziffern 
waren 13 und 13,1. — Das Erhitzen war also ohne EinfluB. 


2) Hier und im folgenden als Abkiirzung fiir erhitzt. 
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Es leuchtet aus diesen Ziffern sofort ein, daB die «-Protease 
nicht gut nachgewiesen werden kann in A (d.h. ohne voran- 
gehende Behandlung mit Siiure), wohl aber in B (nach solcher 
Behandlung). 


Synthetische Prozesse. 

In meinen vorher publizierten Versuchen, wo es mehr um 
Spaltungen von KiweiB durch die «-Protease sich handelte, 
wurde die Stickstoffmenge im Filtrate nach der Eiweibfillung 
im isoelektrischen Punkte gréBer gefunden als die entsprechende 
Stickstoffmenge im Kontrollversuche mit dureh Erhitzen  ab- 
setotetem Enzym. Bei der Enzymwirkung wurden folglich aus 
dem fallbaren Eiweif Produkte gebildet, welche nicht fallbar 
waren, wie oben in den Versuchen mit B. Mit der Lésung A habe 
ich nun unter gewissen Verhiltnissen mit dem durch Erhitzen 
zerlegten Enzym gréBere Stickstoffmengen erhalten, als mit nicht 
erhitzter Enzymlésung. Es wiirde sich folglich um eimen der 
Spaltung entgegengesetzten ProzeB handeln, und die Verhiltnisse, 
welche einen solchen Verlauf begiinstigen, sind meiner Erfahrung 
nach die Gegenwart von NaCl und von Spaltungsprodukten des 
KiweiBes in der Digestionsmischung. 

Die Lésung C enthilt Spaltungsprodukte verschiedener Art 
von EiweiB, welche unter dem Einflu8 der f-Protease auf die Milz- 
substanz gebildet wurden (8. 214). Die Bezeichnung C/2 bedeutet, 
da C mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt worden war. 


Der EinfluB von NaCl geht aus folgenden Versuchen hervor. 


5A + 5C/2 erh. + 25Cas. + 5H,O + 3NaOH = + 5NaCl + 1OHCI | 
SA erh. -+ 25Cas. + 5H,O + 3Na0OH | + 5NaCl + 1OHCI 2 
5A + 5C/2 erh. + 25Cas. + 5NaCl + 3NaOH | + 5H,0 + 1OHCI 3 
5A erh. + 25Cas. + 5NaCl + 3NaOH | + 5H,0 + 1OHCI 4 


Im ganzen wurden vier solche Versuchsserien ausgefiihrt und ich lasse 
die Analysenwerte der Serien I—IV folgen. 


I II I IV 
Nr.1 15  # 14.4 — 
. 2 15,45 ~%48 jon = 14 14795 — 975) ag — 0,85 
, 3 1645 ~~. 12,8 je 15,65 a OI ea 
"4 915 — 595 q7'g5 — 485 jg — 3:35 J5'3 — 27 


Wie ersichtlich, wurden negative Differenzen auch in solchen 
Fillen erhalten, wo kein NaCl zugegeben wurde, aber mit NaCl 
waren die negativen Ziffern stets gréBer. Ich méchte die Auf- 
merksamkeit darauf hinlenken, daB durch die nach der Enzyin- 


15* 
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wirkung zugesetzten Stoffe die Proben 1—4 bei der darauf- 
folgenden Ausfallung des EiweiBes, abgesehen von dem erhitzten 
oder nicht erhitzten Enzym, die gleichen zugesetzten Substanzen 
enthielten. AuBerdem ist zu beobachten, daB die Blindwerte mit 
NaCl (Nr. 4) stets gréBer ausgefallen sind, als die ohne NaCl 
(Nr. 2). 

DaB die Spaltungsprodukte des EiweiBes (hier durch C re- 
prisentiert) von Bedeutung fiir die Entstehung negativer Diffe- 
renzen sind, erhellt aus folgenden Versuchen. 


5 A + 5H,O + 25 Cas. + 5NaCl + 3Na0H 1OHCI + (5C/2 erh.) 1 
5 A erh. + 25 Cas. + 5NaCl + 3Na0OH 1OHCI + (5C/2 erh.) 2 
5 A+ 5C/2 erh. + 25 Cas. + 5NaCl + 3NaOH 10 HCl + (5H,0) 3 
5A erh. + 25 Cas. + 5NaCl + 3NaOH 10HCl + (5H,O) 4 


Drei solche Versuchsreihen (I—III) wurden ausgefiihrt und zwar mit 
folgenden Ergebnissen: 
I II Til 
mS 2 (ee oe —08 ja’ — 146 
“ - 
"2 isis ~37 ize —295 eos — 305 

In Versuchsreihe II und III wurden nach der Enzymwirkung im Thermo- 
stat Nr. 1 und 2 mit 5 C/2 erh. und Nr. 3 und 4 mit 5H,O versetzt, wodurch 
alle Proben bei der darauffolgenden Ausfallung des EiweiBes die gleichen 
zugesetzten Stoffe enthielten. Aus den angefiihrten Ziffern ist zu ersehen, 
daB die Differenz zwischen Nr. 3 und 4 (mit Spaltungsprodukten bei der 
Enzymwirkung) gréBer ausfiel als die zwischen Nr. 1 und 2 (ohne Spaltungs- 
produkte). 

DaB es die dialysablen Bestandteile von C sind, welche dic 
negative Differenz hervorrufen, wird aus folgendem Versuch 
wahrscheinlich. Ein Teil von dem neutralisierten C wird gegen 
Wasserleitungswasser dialysiert. Nach der Dialyse wird der nicht 
dialysierte Teil von C in der gleichen Weise mit Wasser ver- 
diinnt, wie der dialysierte Teil an Volumen zugenommen hatte. 








5A +5 nicht dial. C erh. + 25 Cas. +- 5NaCl + 3Na0H + 10OHCI! 1] 
5 A erh. -+- 5 nicht dial. C erh. + 25Cas. + 5NaCl + 3NaQOH + 10HCI 2 
5A + 5 dial. C erh. + 25 Cas. + 5NaCl + 3NaOH +-1l0HCl 3 
5A erh. + 5 dial. C erh. + 25 Cas. +- 5NaCl + 3NaOH + 10HCIl 4 


Die Ergebnisse waren: 
Nr. 1 18,95 
» 2 22,8 
3. 8,35 
ee J am ( 
, 4 to 


— 3,85 


Es scheint mir nach den angefiihrten Versuchen sehr wahr- 
scheinlich, daB die erhaltenen negativen Differenzen an einer Art 
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von Synthese legen, bei welchen im isoelektrischen Punkte 1és- 
liche, stickstoffhaltige Stoffe in irgendwelecher Weise unldslich 
werden und da bei diesem Verlauf lésliche Spaltungsprodukte 
von Eiweib gebraucht werden. Die Substanz, welche diese Ver- 
ainderung hervorruft, diirfte wohl als ein Enzym angesprochen 
werden, da die Wirkung nach Erhitzen ausbleibt. In Uberein- 
stimmung mit gewodhnlicher Terminologie wire das betreffende 
Enzym als eine Proteinese zu bezeichnen. 

Dieses Enzym hat offenbar eine Wirkung, welche derjenigen 
der spaltenden Enzyme entgegengesetzt ist, und zwar wirkt es 
entschieden am besten bei schwach alkalischer Reaktion, wie aus 
folgendem Versuch hervorgeht. 

150 g Rindermilz + 250 ccm Wasser + 100cem 9°/,ige NaCl-Lésung 
mit etwas CaCO, wurde 16 Stunden bei 37° aufbewahrt und dann filtriert. 
(Filtrat A). 

150 g von derselben Milz + 350 com Wasser und etwas CaCO, wurden 
in der gleichen Weise behandelt (Filtrat B). 

po in A und B etwa 6,7. 


5A + 5B erh. + 25 Cas. + 4NaOH 9 HCl l 
5B-+ 5A erh. + 25 Cas. + 4NaOH 9HCIl 2 
5 A erh. + 5B erh. + 25 Cas. + 4NaOH 9 HCl 3 
5 A+ 5B erh. + - Cas. + 4HCI + 5HCl + 4NaOH 4 
5B+5A erh. +. 25 Cas. H 4HCl 4+- }HC] + 4NaOH 5 
5A erh. + 5B erh. + 25 Cas. + 4HCl +- 5HC] + 4NaOH 6 


Po in 1—3 = 7,5, in 4—6 = 5,5. 
Zu verschiedenen Zeiten wurden drei solche Versuchsserien ausgefiihrt 
und zwar mit folgenden Ergebnissen: 


Sofort 3 Tage spater Noch 5 Tage spiter 
Nr. 1 11,95 12,1 12,8 
ve 12,65 12,9 13,45 
3 15,05 15,25 15,65 
a. 27,7 30,5 30,55 
» & 31,9 30,25 30,00 
» 6 10,8 10,95 11,5 
Diff. 1—3 - 3,1 — 3,15 — 2,85 
» 2-3 — 2,4 — 2,35 — 2,2 
» 4-6 + 16,9 + 19,55 + 19,05 
» o-—6 + 21,1 + 19,3 + 18,5 


Bei alkalischer Reaktion war die Differenz immer negativ, 
obwohl mit der Zeit etwas abnehmend. Die mit NaCl erhaltene 
Losung A ergab bei alkalischer Reaktion iiberall eine gréBere 
negative Differenz als die ohne zugesetztes NaCl erhaltene Losung. 
Indessen wurde auch mit B die Differenz negativ, da immer wihrend 
der Enzymwirkung NaCl vorhanden war. Digestionsprodukte 
waren in den nicht dialysierten Lésungen A und B vorhanden. 
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sei saurer Reaktion trat die f-Protease in Wirkung und ergab 
eine starke positive Differenz, zuerst etwas geringer mit A als mit 
3B, aber spiter etwas groBer mit A als mit B. Nur anfangs war 
folglich in diesem Versuche Synthese mdéglicherweise vorhanden. 
In oben angegebener Weise mit NaCl und CaCO, hergestellte 
Lésungen ergeben aber nicht immer bei alkalischer Reaktion 
negative Differenzen. Solche Differenzen erhalt man viel besser 
und sicherer mit NaCl und MgO, wie oben gezeigt wurde. 


Versuche mit Milzen von Mastkalbern. 

Da nach eben angefithrten Versuchen einerseits NaCl und 
andererseits Spaltungsprodukte von EiweiB die Synthese be- 
giinstigen, habe ich, um die chemischen Prozesse mit und ohne Zu- 
gabe von diesen Substanzen vergleichen zu koénnen, Versuche 
nach folgendem Schema ausgefiihrt : 


5A + 5NaCl -+- 5C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH -+- lOHCI | 
5 A erh. + 5NaCl + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 3Na0OH + JOHCI 2 
5 A + 10H,0 -+- 25 Cas. + 3NaOH +- 1JOHCI 3 
5 A erh. + 10H,O + 25 Cas. -+- 3Na0OH + 1OHCI { 


Zunichst gebe ich die mit Milzen von Mastkalbern (2—3 Monate alt) 
erhaltenen Ziffern an. 

Mastkalb Nr. 1. In diesem Falle wurde das Versuchsschema aus- 
vefiihrt einerseits sofort nach dem Fertigstellen von A, andererseits nach 
dessen Aufbewahren im Eisschrank 8 bzw. 21 Tage. Nach der 24stiindigen 
KEnzymwirkung bei 37° wurde zu 1 und 2 10H,O und zu 3 und 4 5NaCl -! 
5 C/2 erh. zugesetzt. Samtlichen Proben wurden also die gleichen Substanzen 
zugegeben. 


Sofort Nach 8 Tagen Nach 21 Tagen 
Nr. 1 4.) 66 13.1 5.4 if ae 
2 20,7 ?; 18,5 = Sie 
3 14,2 ” 12,5 " — 
. a ie j , x 0, f 
1 14,65 0,45 12,95 45 — 


Mastkalb Nr. 2. Wie in Nr. 1 wurde hier nach der Enzymwirkung - 
auBer LOHC!]— zu 1 und 2 10H,0 und zu 3 und 45 NaCl + 5 C/2 erh. zugegeben. 
Nr. 1 13,65 — p. 


, 2 18,95 3 
_ > 13.5 
"4 124 1,4 


Mastkalb Nr. 3. Die Versuchsreihe wurde nach dem oben gegebenen 
Schema ausgefiihrt. Nach der Enzymwirkung wurde nur IOHCI (und wie 
immer 25 n-Natriumacetat + 25 n-Essigsiure) zugegeben. Die Ergebnisse 
waren: 
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Mastkalb Nr. 4. In diesem Falle wurde auBer der in gewoéhnlicher 
Weise durch Behandlung der Milzsubstanz mit NaCl und MgO wihrend 
18 Stunden bei Zimmertemperatur erhaltenen Lésung A auch eine andere 
bereitet durch die gleiche Behandlung wahrend 40 Stunden (A,). Die Er- 
gebnisse waren: 


A A, 
Nr. 1 16,1 5 16,2 58 
2 21,6 ae 21,5 _ 
3 8,2 8,15 . 
” ~~ — 0, pi 0,2: 
sa 8,5 3 7,9 . 


Es wurde folglich kein wesentlicher Unterschied gefunden zwischen 
A und A,. | 

In den folgenden 3 Versuchen mit Milzen von Mastkalbern wurden nur 
die Analysen 1 und 2 ausgefiihrt. 


Mastkalb Nr. 5. 
Nr. 1 18,1 


2 9095 ~ 215 
Mastkalb Nr. 6. 
Nr. 1 11,9 5 4 
~ £ WwW “» 
Mastkalb Nr. 7. 
Nr. 1 16,45 5 05 
2 


In den angefiithrten Versuchen mit Milzen von Mastkalbern 
wurde in Gegenwart von NaCl und Spaltungsprodukten von Ei- 
weiB in allen Fallen eine deutliche Synthese erhalten. Ohne Nat] 
und Spaltungsprodukte wurde entweder keine oder nur eine 
minimale Svnthese erhalten. Mit NaCl wird in der Tat ein gréBerer 
Blindwert (mit erhitztem Enzym) erhalten als ohne NaCl. Dies ist 
aus den Versuchen mit Mastkalb Nr. 1 und 2 sowie aus den §. 215 
beschriebenen Versuchen wber den KinfluB von NaCl auf die Syn- 
these zu ersehen. Es diirfte wohl keinem Zweifel unterliegen, 
daB diese Zunahme des Blindwertes auf eine Kinwirkung von NaCl 
auf das Casein zurickzufiihren ist, wobei im isoclektrischen Punkte 
fillbares Casein in nicht fallbares wbhergefiihrt wird. DaB dieser 
Verlauf in der Tat fiir die Synthese von Bedeutung ist, geht aus 
folgendem Versuch hervor. 


Mit der Lésung A vom Mastkalb Nr. 4 wurden folgende Lésungen 
bereitet: 


9A -—+ 5NaCl + 5C. erh. + 25 Cas. + 3NaOH | + lOHC] 1 
>A erh. + 5NaCl + 5C. erh. + 25 Cas. + 3NaQOH + lOHC] 2 
2A + 10NaCl + 5C. erh. + 10H,0 -++ 50 Cas. + 6NaOH + 20HC] 3 
) A erh. + 10NaCl + 5C. erh. + 10H,O + 50Cas. + 6NaOH | + 20HCI 4 


Wie ersichtlich, waren in 3 und 4 die Mengen von Casein, NaCl und NaOH 
gegen die in 1 und 2 vorhandenen verdoppelt, wahrend die Mengen an Enzym (A) 
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und Spaltungsprodukten (C) in beiden Fallen gleich waren. Durch Zugabe von 
Wasser wurde erzielt, daB das ganze Volumen in 3 und 4 das doppelte 1 und 2 
yegeniiber war. Ich erinnere daran, daB die angewandte Menge an Spaltungs- 
produkten (5 C) in allen Lésungen den vorher angewandten gegeniiber (-+- 5C/2) 
verdoppelt war. Fir die Entfernung des fallbaren Caseins wurden in | und 2 
25 n-Acetat + 25 n-Essigsaure und in 3 und 4 die doppelten Mengen benutzt. 
Mit 75 cem Filtrat von 1 und 2 und mit 150 ccm Filtrat von 3 und 4 wurden 
folgende Ziffern erhalten: 


Nr. 1 21,15 

, 2) 26,45 — 8 

» 3 a) 29,3 ~  b) 31,4 ; 
» 4 38,8 9,5 40,9 — 3° 


Ist eine geniigende Menge von Spaltungsprodukten vorhanden, so kann 
also die Synthese durch Verdopplung der Mengen an Casein, Alkali und NaCl 
nahezu verdoppelt werden. 

Andererseits scheinen Spaltungsprodukte ohne die Gegenwart einer 
entsprechenden Menge von den unter Einwirkung des Kochsalzes auf Casein 
entstandenen Produkten ohne Bedeutung fiir die Synthese zu sein. Dies geht 
bereits aus den eben zitierten Ziffern hervor, da eine gegebene Menge an 
Spaltungsprodukten mit 25 Cas. eine durch die Ziffer — 5,3 reprasentierte 
Synthese ergab und mit 50 Cas. eine durch — 9,5 reprasentierte. Etwa dase 
selbe geht auch aus folgendem Versuche hervor: 

Mit der Lésung A vom Mastkalb Nr. 6 wurden folgende Lésungen 
bereitet: 


5A -+-5C/2 erh. + 5NaCl + 25 Cas. + 3NaOH +- 1JOHCI l 
5 A erh. + 5C/2 erh. + 5NaCl + 25 Cas. + 3NaOH -- 1OHCI 2 
5A + 5C erh. + 5NaCl + 25 Cas. + 3NaOH + 10HCI 3 
5 A erh. + 5C erh. + 5NaCl + 25 Cas. -+- 3NaOH + 1OHCI 4 


Die Versuchsreihe wurde 7 Tage spater nach Aufbewahren der Lésung A 
im Kisschrank wiederholt. Die Ergebnisse waren: 


Sofort 7 Tage spiter 
Nr. | 11,9 . 12,75 . 
2 173 — 4 18.15 ~— 2 
” 3 16,7 2 OF 17,8 
” 4 22:95 ~ 925 23.3 — 35 


Verdopplung der Spaltungsprodukte ergab also nur anfangs 
eine unbedeutende Zunahme der Synthese, nicht 7 Tage spiiter. 
Da somit Spaltungsprodukte des EiweiBes unzweifelhaft dic 
Synthese begiinstigen, wenn dieselben in verhaltnismaBig geringen 
Mengen vorhanden sind, so kann man fragen, ob nicht auch etwa 
vorhandene «-Protease durch die bei deren Wirkung entstandenen 


Spaltungsprodukte die Synthese begiinstige. 


Hier sei nur uber 2 Versuche berichtet, welche ohne zugesetztes 
Kochsalz nach folgendem Schema ausgefiihrt wurden: 
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5 A + 5a-Protease + 25 Cas. + 5H,O + 3Na0H + 1OHCI 1 
5 A erh. + 5a-Protease + 25 Cas. + 5H,O + 3Na0H +-1OHC] 2 
5 A + 5a-Protease erh. + 25 Cas. + 5H,O + 3Na0OH + JOHC] 3 


5 A erh. + 5a-Protease erh. + 25 Cas. + 5H,O0 + 3NaOH + 10HCI 4 


Die Lésung A enthielt in beiden Fallen das Synthese erzeugende Enzym 
und riihrte im ersten Falle vom Mastkalb Nr. 1 und im zweiten vom Mastkalb 
Nr. 2 her. Die Ergebnisse waren: 


Mastkalb Nr. l Mastkalb Nr. 2 
Nr. l 17,05 17,25 
- a 20,3 18,35 
a = 7,6 6,9 
» 4 6,85 6,5 
Diff. 1—4 + 10,2 -+- 10,75 
» 2-4 + 13,45 +- 11,85 
» o—4 + 0,75 + 0,4 


Wie ersichtlich, ergibt die Differenz 3—4 die Wirkung von 
der Lésung A allein, die Differenz 2—4 die von der «-Protease 
allein, und die Differenz 1—4 die von beiden zugleich. Da die Wir- 
kung beider zugleich niedriger ausfiel, als die von der «-Protease 
allein, diirfte dies durch eine Synthese erzeugende Wirkung von 
der Lésung A erklairt werden. 

Hat also die «-Protease allein eine ziemlich starke spaltende 
Wirkung, so kann die Gegenwart des Synthese bewirkenden [n- 
zyms sich durch eine Verminderung der Spaltung kundgeben. 
Anders stellt sich die Sache mit kleineren Mengen «-Protease und 
bei Gegenwart von NaCl. 

Mit der Lésung A vom Mastkalb Nr. 5 wurde folgender Versuch aus- 
vefiihrt: 
5A + 10NaCl + 10H,O + 5 C erh. + 50 Cas. + 6NaOH + 20HCI 1 
5 A erh. + 10NaCl + 10H,O + 5 Cerh. + 50 Cas. + 6NaOH = + 20HCI 2 

Nach 24 Stunden bei 37° und Erhitzen mit 50 n-Na-Acetat +- 50 n-Essig- 
siure wurde N-Bestimmung mit 150 ccm Filtrat ausgefiihrt. 

Nr. 1 36,2 
» 2 40,5 

Dann wurde in einem gleichen Versuch 5 C erh. mit 5«-Protease ersetzt, 
— allein eine Spaltung von +- 5,25 ergab. So wurden folgende Zahlen 
ernaiten: 


— 4,3 


Nr. 1 36,2 


oe ae 
ee 


Kin spaltendes Enzym kann also unter gewissen Verhiilt- 


nissen eine Synthese erzeugen. 


Synthese ohne Zugabe von Kochsalz und Spaltungsprodukten. 


Enthalt die Lésung A das Synthese bewirkende Enzym, so 
wird dasselbe nach dem oben Gesagten am besten nach Zugabe 
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ee 


von NaCl und Spaltungsprodukten des HiweiBes nachgewiesen. 
Auch ohne solche Zugabe kann man aber nach laingerer Ein- 
wirkung Synthese erhalten, was nach Enzymwirkung wihrend 
24 Stunden nicht gut gesehehen kann. In einigen Fallen habe ich 
namlich dic mit Losungen A von Mastkilbern bereiteten Enzym- 
mischungen 3 und 4 (S. 218) analysiert, einerseits nach 1 oder 
2 Tagen bei 37°, andererseits nach 4 oder 5 Tagen. War wber- 
haupt das Synthese erzeugende Enzym vorhanden, so erschien 
die Synthese bei der zweiten Analyse. 

Die mit der Lésung A vom Mastkalb Nr. 1 (S. 218) erhaltenen Ziffern 


waren: 





2 Tage bei 37° 4'Tage bei 37° 
Nr. 3. 6,45 —_ 7,6 
jog . eel 
/,4972 7°" wos -3% 
Mit der Lésung A vom Mastkalb Nr. 2 (S. 218) waren die Ziffern: 
1 Tag bei 37° 5 ‘Tage bei 37° 
Nr. 3 8,2 ; 10 : 
’ ) a - 
_*# es or 13,8 ~ ¥8 
Losung A vom Mastkalb Nr. 3 (S. 218) ergab: 
1 Tag bei 37° 5 Tage bei 37° 
Nr. 3. 7,65 10,7 . 
— ——t ? 
47475 ~%' 15.8 | 


Man beachte, daB der durch 4 reprisentierte Blindwert mit 
erhitztem Enzym mit der Zeit verhaltnismaf8ig stark zunimmt, 
was offenbar an der Einwirkung von Alkali auf das Casein beruht. 
Wollen wir die bei verlaingerter Enzymwirkung § stattfindende 
Synthese mit der nach Zugabe von Kochsalz und Spaltungs- 
produkten beobachteten vergleichen, so wire die Zunahme des 
Blindwertes unter dem Einflu8 von Alkali im ersten Falle mit der 
Zunahme unter dem EinfluB von Kochsalz (und Alkali) im letz- 
teren gleich zu setzen. Woher kommen aber im ersten Falle dic 
Spaltungsprodukte? Wahrscheinlich stammen dieselben von der 
Wirkung geringer in der Lésung A vorhandener Mengen «-Pro- 
tease, welche in der Gegenwart des Synthese bewirkenden Enzyms 
nicht nach einem Tage bei 37° direkt nachgewiesen werden kénnen 
(val. S. 224). Wie wir weiter unten finden werden, laéBt sich die 
g-Protease in gewissen Fiillen direkt nachweisen, wenn das Syn- 
these erzeugende Enzym nicht mit NaCl und Spaltungsprodukten 
nachzuweisen ist. 

Auch nach Zugabe von Kochsalz ohne Spaltungsprodukte 
kann man besonders mit groBen Caseinmengen bereits nach einem 
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Tage bei 37° Synthese nachweisen, wo man, um Material dazu zu 
finden, auf Spaltungsprodukte von EKiweib zuriickgreifen mub, 
die durch etwa vorhandene «-Protease erzeugt worden sind. 

Mit Lésung A vom Mastkalb Nr. 4 wurden folgende Versuchsrcihen 
ausgefiihrt: 


5A + 10NaCl + C erh. + 20H,O + 50 Cas. + 6NaOH + 2QOHCI 1 
5 A erh. + 10NaCl + C erh. + 20H,O + 50 Cas. + 6NaOH + 20HCI] 2 
5A + 10NaCl + 25H,O + 50 Cas. + 6NaOH + 20HCI 3 
5 A erh. + 10NaCl + 25H,O + 50 Cas. + 6NaOH + 20HCI 4 


Nach 24 Stunden bei 37° wurde 50 n-Acetat -+- 50 n-Essigsaure zugesetzt 
und wie gewohnlich behandelt. Mit 150 cem Filtrat wurden folgende Zahlen 


erhalten: , 
Nr. 1 31,4 


» 2 409 — 9,9 
, - me 
, ¢€ es ~~ 


Wie ersichtlich, wurde die durch —9,5 reprisentierte Synthese 
init Hilfe von zugesetzten Spaltungsprodukten (5 C erh.) erhalten 
und die durch —5 repriisentierte ohne zugesetzte Spaltungsprodukte. 

Das Synthese bewirkende Enzym in der Rinder- 
milz wird durch 24stindiges Aufbewahren der Losung A 
bei 37° bei px = 5—5,5 zum groBbten Teil zerlegt. 

Von der Lésung A (Mastkalb Nr. 3) wurden 15 cem +- 1,8HCl (py = 5,5) 
24 Stunden bei 37° aufbewahrt, worauf 1,8 NaOH zugegeben wurde («). 
Andere 15 cem von A wurden ohne Behandlung mit Saure einer Mischung von 
1,SHCI + 1,8NaOH zugesetzt (f). 

Dann wurden folgende Lésungen bereitct: 


6a + 5NaCl + 5C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH + 1OHCI I 
Ga erh. + 5NaCl + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH | + IOHCI 2 
6/8 + 5NaCl -+ 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH + 1OHCI 3 
6 erh. + 5NaCl + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH + IOHCI 4 


Nach 1 Tage bei 37° wurde wie gewohnlich analysiert: 
© S . 
Nr. 1 19,8 


eae (295 
» 2 20,75 »90 
» 2 168 _ 4.95 


» 4 20,05 
Neue Lésungen « und # wurden in der gleichen Weise hergestellt und 
damit folgende Mischungen bereitet : 


6% + 10H,O + 25 Cas. 4+- 3NaOH + 1OHCI | 
6a erh. + 1OH,O + 25 Cas. +- 3NaOH -+- lJOHCI 2 
68 + 10H,O +- 25 Cas. + 3NaOH  JOHCI 3 
6 erh. + 1OH,O + 25 Cas. + 3NaOH + LOHCI 4 
Nach 1 Tage bei 37° wurden erhalten: 
Nr. 1 7,9 en 
ton 
» + & 1. 
eT ities 
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Nach dem ersten Versuche mit « und # sank durch die Be- 
handlung mit Saéure die synthetische Wirkung von 4,25 auf 0,95. 
Nach dem zweiten Versuche entstand bei der Behandlung mit 
Siiure keine direkt nachweisbare «-Protease. Vielleicht war deren 
Menge so gering, daB die Produkte deren Wirkung fiir die Syn- 
these in Anspruch genommen wurden (vgl. 5. 223). 

Mit A vom Mastkalb Nr. 4 wurde folgender Versuch tiber die Wirkung 
von Saure angestellt: 

15 A + 2HCl (py = 5) wurde 23 Stunden bei 37° gehalten, worauf die 
Saure mit 2NaOH neutralisiert wurde («). Andererseits wurde eine Mischung 
von 2HCI und 2NaOH mit 15 A versetzt (/). 

Nun wurden folgende Lésungen bereitet: 


6a + LONaCl + 5C erh. + 50 Cas. + 6NaOH +- 20HCI ‘. 
6a erh. 10NaCl + 5C erh. + 50 Cas. -++ 6NaOH + 20HCI :. 
6/ -+- L1ONaCl + 5C erh. + 50 Cas. + 6NaOH | + 20HCI 3. 
6) erh. + 10NaCl + 5C erh. + 50 Cas. -|- 6NaOQH + 20HCI 4, 


Nach | Tage bei 37° wurde 50 n-Acetat und 50 n-Essigsiure zugegeben 
und wie gewOhnlich verfahren. Mit 150 cem Filtrat wurden folgende Werte 


erhalten: 


Nr. 1 39,1 = Nr. 3 31,0 7¢ 
2 396 . « ta 


Durch die Behandlung von A mit Saéure wurde also die Wirkung des 
Synthese bewirkenden Enzyms von 7,8 auf 0,5 erniedrigt. 

Mit der Lésung A, erhalten mit der Milz einer jungen Kuh, wurde folgen- 
der Versuch ausgefiihrt: 

20 A + 3,5HCIl (py etwa 5) wurde 24 Stunden bei 37° aufbewahrt, 
worauf mit 3,5 NaOH neutralisiert wurde («). Andererseits wurde 3,5 NaOH -+- 
3,5HCI mit 20 A versetzt (/). 

Nun wurden folgende Lésungen bereitet: 


5a + 5NaCl + 5C erh. + 25 Cas. + 3NaOH +. 1JOHCI l. 
5a erh. + 5NaCl + 5C erh. + 25 Cas. + 3NaOH + 10HCI 2. 
5 + 5NaCl + 5C erh. + 25 Cas. + 3NaOH + 10HCl 3. 
58 erh. + 5NaCl + 5C erh. + 25Cas.+ 3NaO0H + 10HCI 4, 
Nr. 1 22,1 ~ Nr. 3 18,7 : 
» 2 226 —~%° , 4 210 — 23 


Die Wirkung der Séurebehandlung war also dieselbe wie 


vorher. 


Versuche mit Milzen von alten Kithen. 

In den Versuchen mit Milzen von Mastkalbern, woriiber ich 
oben berichtet habe, wurde eine Synthese beobachtet, entstanden 
durch Vermittlung eines in der Lésung A vorhandenen Enzyms. 
Die Losung A war, wie auf S. 214 angegeben, eine bei Zimmertempe- 
ratur mit Kochsalzlésung und MgO bereitete Infusion der Milz. 
Indessen habe ich auch Milzen von alten Kiihen (9—10 Jahre) in 
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der gleichen Weise untersucht. Die Analysen wurden nach dem auf 
5.218 gegebenen Schema gemacht. Ks wurde also die Enzymwirkung 
einerseits nach Zugabe von NaCl und Spaltungsprodukten von 
Eiwei8 untersucht (1 und 2), andererseits ohne diese Stoffe (3 und 4). 
Die Ergebnisse waren: 


Alte Kuh Nr. 1. 
Nr. 1 16,2 


, 2 176 ~)8 . 4 66 117 
Alte Kuh Nr. 2. 

Nr. 1 19,3 ‘ Nr.3 89 | oo 

. 2. 18,6 +O" , 4 «6,85 + 405 
Alte Kuh Nr. 38. 

Nr. 1 20,1 =, Nr. 8,3, 

, 2 9a the 4 657118 
Alte Kuh Nr. 4. 

Nr. 1 19,3 . Nr. 3 ao, 

2 =e ee a 
Alte Kuh Nr. 5. 

Nr.1 29 | o;- Nr.3 156 . co, 

17,45 + 746 —* ter 


In diesen Versuchen mit Milzen von alten Kiihen wird keine 
sichere Synthese nachgewiesen. Mit der Milz von der Kuh Nr. 5 
konnte deutliche Spaltung beobachtet werden und dasselbe, ob- 
wohl in geringerem Grade, war der Fall mit Nr. 2 und 3, wo die 
Differenz 3—4 +2,05 bzw. +1,8 betrug. Mit Nr. 3 wurde nach 
5 Tagen bei 37° die Differenz 3—4 = +-3,35 gefunden. 

Mit Milzen von jungen Kihen habe ich im allgemeinen Syn- 
these gefunden, obwohl dieselbe zahlenmifhig hinter der mit Milzen 
von Mastkalbern gefundenen blieb. 


Wie verhalten sich die besprochenen Enzyme in der Milz? 


Nach meiner bisherigen Erfahrung enthalt also die Lésung A 
(eine mit NaCl und MgO bei Zimmertemperatur erhaltene In- 
fusion der Milz), bereitet mit der Milz von Mastkalbern, ein Syn- 
these bewirkendes Enzym. In der Lésung A, bereitet mit der 
Milz von alten Kithen, wird das Enzym nicht in der gleichen 
Weise nachgewiesen. Anstatt dessen tritt eine mehr oder weniger 
deutliche Spaltung von Eiweif hervor. Wahrscheinlich finden 
sich in der Rindermilz sowohl ein EiweiB spaltendes, wie ein Syn- 
these erzeugendes Enzym vor. Diese Enzyme konnen offenbar 











996; S. G. Hedin. 


die Wirkung voneinander aufheben, so dab man keine Wirkung 
beobachten kann. In der Milz von jungen Tieren kann man einen 
solechen UberschuB von dem Synthese bewirkenden Enzym beob- 
achten, dab die Lésung A mit NaCl und Spaltungsprodukten von 
KiweiB Synthese erzeugt. KiweiB spaltendes Enzym («#-Protease) 
tritt wohl deswegen in der Lésung A stark zuriiek, weil die Milz 
hei der Herstellung der Loésung A nicht verdaut wird. In der 
Milz von alten Kithen findet sich das Synthese bewirkende Enzym 
nicht in solecher Menge, daB die L6sung A mit NaCl und Spaltungs- 
produkten von Eiwei Synthese erzeugt. Anstatt dessen tritt 
durch die Wirkung der «-Protease bei der Bereitung der Lésung A 
Spaltung der Milzsubstanz ein und gréBere Mengen an «-Protease 
sind folglich in der Lésung A vorhanden. 

Das Synthese bewirkende Enzym wird durch Behandlung der 
Milz mit sechwacher Siéiure bei 87° zerlegt. Dabei wird aber die 
p-Protease wirksam und die Milzsubstanz wird derart aufgespalten, 
daB die «-Protease nachher mit NaCl und MgO ausgezogen werden 
kann. Die Loésung A, erhalten von der Milz der oben erwahnten 
alten Kuh Nr. 3, ergab ohne Zugabe von NaCl und Spaltungs- 
produkten die Zahl -+-1,8 (Differenz 83—4). Ein anderer Teil der- 
selben Milz wurde zunachst mit schwacher Saure bei 37° behandelt, 
worauf der ungeléste Rickstand fiir die Bereitung der Lésung A 
gebraucht wurde. Diese nach der Saurebehandlung erhaltene 
Losung A ergab die Differenz 83—4 = +24,4. Da, wie oben hervor- 
vehoben wurde, das Synthese erzeugende Enzym bei der Siure- 
behandlung zerstért wird, wodureh die Wirkung der «-Protease 
hervortreten kann, so diirfte die urspriinglich vorhandene Menge 
des Synthese bewirkenden Enzyms betrachtlich gewesen sein. 
Wiinseht man durch Séurebehandlung die Wirkung der «-Protease 
hervortreten zu lassen, so mu man nach meiner bisherigen Er- 
fahrung die ganze Milzsubstanz mit Saiure behandeln. Wird die 
Losung A mit Siiure behandelt, so wird wohl das Synthese be- 
wirkende Knzym zum gréBten Teil vernichtet, aber es wird dabei 
keine o-Protease wirksam, auch nicht, wenn deren Gegenwart 
ohne NaCl und zugesetzte Spaltungsprodukte geprift wird. Das 
diirfte wohl daran liegen, daB die «-Protease in den untersuchten 
Fallen entweder nicht oder nur in sehr kleinen Mengen vorhanden 
war. SehlieBlich muB man sich auch erinnern, daB das Synthese 
bewirkende Knzym bei der Behandlung mit Saure nicht vollig 
zerlegt wird und da’ der noch wirksame Teil eine geringe Menge 
x-Protease wohl decken kann (vgl. 5. 223). 
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| Ist es mir also nicht gelungen, nach Behandlung der Losung A 
| mit Saure die «-Protease darin nachzuweisen, so ist es leicht, in 
der Loésung A die Gegenwart der f-Protease darzulegen. Bei etwa 





pa = 5,5 wird nimlich immer kriftige Spaltung von Eiweifi nach- 
| cewiesen. 

Wie kommt die beobachtete Synthese zustande? 
! Nach dem oben Gesagten kann man sich den Verlauf der 


stattfindenden Synthese in der Weise vorstellen, daB zuniichst 
unter dem EinfluB von NaCl und Alkali irgendwelche Spaltungs- 
' produkte des Caseins entstehen, welche sich in der Weise von dem 
Casein unterscheiden, daB sie im isoelektrischen Punkte nicht durch 
Kochen ausgefallt werden. Solche, durch NaCl und Alkali erzeugte 
Substanzen kénnen auch durch Alkali allem gebildet werden, 


wobei sie dann langsamer entstehen. Auch durch spaltende 
Enzyme dirften solche Substanzen wohl gebildet werden, obwohl 
! sie dabei zum Teil weiter gespalten werden. Solche in irgend- 
welecher Weise entstandene Stoffe kénnen unter der EKinwirkung 


' des Synthese bewirkenden Enzyms mit niedrigeren, dialysablen 
Spaltungsprodukten des Eiweifbes sich zu Stoffen verbinden, 


’ welche im isoelektrischen Punkte fillbar sind. Wie auf 5. 220 aus- 
, _ einander gesetzt wurde, kann ein etwaiger Uberschuf an niedrigen 
, _  Spaltungsprodukten fiir die Synthese ohne Bedeutung werden 


. wegen Mangel an durch NaCl und Alkali gebildeten Stoffen, und 
- umgekehrt kann ein UberschuB letzterer Stoffe fiir die Synthese 


: unbrauchbar werden, wenn niedrigere Spaltungsprodukte nicht in 
> fF geniigender Menge vorhanden sind. Die niedrigen enzymatischen 
Spaltungsprodukte wurden von muir anfangs fertig, entstanden 
A durch die Wirkung der f-Protease, zugesetzt. Spater wurde aber 
- sefunden, daB anstatt dessen, wirksame a-Protease zugesetzt 
e werden kann. Die dadurch erzeugten Spaltungsprodukte kénnen 
- fiir die Synthese verwendet werden, und es kann dadurch der 
1 paradoxe Fall eintreffen, daB em spaltendes Enzym Synthese be- 
t wirken kann (5. 221). 
8 
n Findet sich etwas Synthese erregendes Enzym in meiner «-Protease? 
n ) Da nun nach meinen Versuchen das Synthese bewirkende Enzym 
e in der Milz durch Behandlung mit schwacher Siure zwar zum 
4 erdBten Teil, aber doch nicht vollig vernichtet wird und die x-Pro- 
e tease von mir nach Behandlung der Milz bei 37° mit sehwacher 


Siure und Extrahieren des Riickstandes mit Koehsalz und MgO 
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bei Zimuuertemperatur erhalten wurde, so kénnte man fragen, ob 
nicht auch die «Protease etwas Synthese erzeugendes Enzym ent- 
hilt. In der Tat scheint dies der Fall zu sein, obwohl die Menge 
des Enzyms fiir den sicheren Nachweis kaum geniigt. Versuche, 
welche ich zur Beleuchtung der Frage angestellt habe, haben ge- 
zeigt, daB die in meiner Weise bestimmte Wirkung der «-Protease 
rascher zunimmt, als der Enzymmenge proportional bei Versuchen 
mit verschiedenen Mengen Enzym und gleichen an den iibrigen 
reagierenden Stoffen. Dieses Verhalten wird in Gegenwart von 
NaCl noch deutlicher. 


Folgende Ziffern beleuchten das Gesagte. py = 7,5. 
Knzymmengen ..... . l 2 4 
Enzymwirkung ohne NaCl +- 1,7 + 4,2 + 7,45 


Enzymwirkung mit NaCl . + 1,55 + 3,55 + 7,6 
Das Verhalten wurde einmal mit der /-Protease gepriift und gleich ge- 
funden und zwar in noch mehr ausgesprochenem Grade, weil 50 cem Casein- 
lésung angewandt wurden, anstatt im eben erwahnten Versuche 25 ccm. 
Ohne NaCl. 


Enzymmengen ..... . ] 2 4 
Enzymwirkung bei pp = 8 + 0,5 + 1,45 + 65,6 
Enzymwirkung bei pq = 5,5 + 11,2 +- 18,55 +- 28,4 


Das Verhaltmis zwischen Knzymmenge und Enzymwirkung 
bei alkalischer Reaktion mdédchte ich folgendermaBen erkliren. 
Die durch die Eimwirkung vom Alkali oder NaCl und Alkali auf 
KiweiB entstandenen Substanzen sind bei Versuchen mit ver- 
schiedenen Enzymmengen gleich. Da diese bei der Gegenwart des 
synthetisch wirkenden Enzyms bestrebt sind mit niedrigeren 
Spaltungsprodukten des EiweiBes sich zu verbinden, so wird von 
den durch eine kleine Enzymmenge gebildeten Spaltungsprodukten 
prozentisch mehr fiir die Synthese gebraucht als von den durch 
eine gréBere gebildeten. Im ersten Falle wird also verhaltnis- 
miBig mehr von den gebildeten Spaltungsprodukten beim Er- 
hitzen im isoelektrischen Punkte ausgefallt und weniger in der 
Lésung gelassen als im zweiten. Daraus folgt, daB die Synthese 
hauptsichlich bei klemen Enzymmengen irgendwelche merkbare 
Verminderung der analytisch bestimmten Spaltungsprodukte er- 
geben kann, was bereits durch die ohne NaCl erhaltenen Ziffern 
des ersten der eben verzeichneten Versuche bestitigt wird. Dab 
im besprochenen Versuch die mit NaCl erhaltenen Werte noch 
besser die Verhiiltnisse beleuchten, liegt daran, daB mit NaC! 
mehr Material fiir die Synthese gebildet wird als mit Alkali allein. 
Mit NaCl erhalten wir deshalb bei kleinen Knzymmengen geringere 
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Zahlen fiir die Spaltung als ohne NaCl. DaB®B die Analysenzahlen 
bei gréBeren Enzymmengen sich umgekehrt verhalten, liegt wohl 
daran, daB die von NaCl erzeugten primiiren Spaltungsprodukte 
des EiweiBes durch das Enzym weiter gespalten werden und daB 
die Synthese im Vergleich mit der Spaltung nicht viel bedeutet. 
Dasselbe habe ich auch in anderen Versuchen mit gréBeren Mengen 
«-Protease gefunden, z. B. in folgendem Versuch: 


5a-Protease + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 5NaCl + 3NaOH | + 10HCl] 1 
5a-Protease erh. + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 5NaCl+ 3NaOH | + 1OHCI 2 
5a-Protease + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 5H,O + 3NaOH +- 1OHCI 3 
5a-Protease erh. + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 5H,O + 3NaOH + 10HCL 4 


y — T 9 ad 
Nr. 1 = 27,1 4113 Nr. 3 20,5 


, 2s & _*¢ or 


Das NaCl unterstiitzt die Wirkung gréBerer Enzymmengen, 
da es Material fiir die Enzymwirkung herbeischafft. 


Versuche mit Caseinldsungen, bereitet mit einem neuen Caseinpraparat. 


Die bei den oben beschriebenen Versuchen angewandten 
Caseinl6sungen waren alle in S. 214 angegebener Weise aus dem- 
selben Caseinpriparat hergestellt. Da die bei verschiedenen Ver- 
suchen benutzten Lésungen zwar unter Toluol, aber verschiedene 
Zeiten im Ejisschrank aufbewahrt waren, war von vornherein die 
im isoelektrischen Punkte nicht fillbare Stickstoffmenge ver- 
schieden, da dieselbe mit der Zeit langsam zunimmt. Die so ent- 
standenen, nicht fallbaren stickstoffhaltigen Substanzen scheinen 
fir die Synthese ohne Belang zu sein. Um so mehr bedeuten 
nach dem oben Gesagten die im Laufe des Versuches unter dem 
KimfluB vom NaCl und Alkali gebildeten, nicht fillbaren Stoffe, 
welche wahrscheinlich im Entstehungsaugenblicke mit anderen 
Spaltungsprodukten sich verbinden, wobei fillbare Stoffe ent- 
stehen. 

Da nun das bei den bereits beschriebenen Versuchen an- 
gewandte Casein gegen die EKinwirkung von NaCl sehr empfindlich 
war, was besonders aus den Versuchen mit den Mastkilbern Nr. 1 
und Nr, 2 (8. 218) zu ersehen ist, wo die Differenz zwischen den 
Blindwerten 2 und 4 mit und ohne NaCl etwa 6 ausmachte, so 
wird es leicht verstindlich, daB mit diesem Casein die Synthese 
leichter nachgewiesen wurde als mit einem anderen Caseinpriparat, 
ebenfalls von Kahlbaum bezogen, das bedeutend schwicher 
durch NaCl in angedeuteter Weise beeinfluBt wurde. Mit Losungen 
von diesem Priparat wurde unter dem Hinflu8B der Losung A, 
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erhalten mit Milzen von Mastkilbern, nach 24 Stunden bei 37° 
entweder keine oder nur eine unbedeutende Synthese erhalten. 
LiBt man aber die Wirkung 4—5 Tage dauern, wird die Syn- 
these immer deutlicher. Als Beleg fiir das Gesagte mégen folgende 
Versuche angefiihrt werden. 

Folgender Versuch ohne jede Zugabe von Milzenzymen zeigt, daB NaCl 
auf das Casein nur sehr wenig einwirkt: 


25 Cas. + 5NaCl + 10H,O + 3Na0OH + 5H,O + 10HCI ] 
25 Cas. + 5H,O + 10H,O+ 3Na0H + 5NaCl + 10HCI 2 


Nach 1 Tage bei 37° wurden folgende Zahlen erhalten: 
Nr. 1 11,25 
» 2 10,3 

Die Wirkung von NaCl entsprach hier 0,95 gegen die Ziffer 6, erhalten 
mit dem anderen Caseinpraparat. 

Die iibrigen Versuche wurden nach dem S. 218 gegebenen Schema Nr. 1 
und Nr. 2 ausgefiihrt, also mit NaCl und zugesetzten Spaltungsprodukten. 
Die Versuche mit den Mastkalbern Nr. 8 und Nr. 9 wurden einerseits sofort 
nach der Herstellung der Lésungen A und andererseits nach Aufbewahren 
der Lésungen A, sowie der Caseinlésung im Eisschrank 10 Tage ausgefihrt. 
Nach 24 Stunden bei 37° wurden folgende Ziffern erhalten: 


Mastkalb Nr. 8. 


Sofort 10 Tage spater 
wt MA, we 
. 2 17,1 18,8 
Mastkalb Nr. 9. 
Nr. 1 15,7 a 17,5 . 
2 16.95 ~ 19 18,9 — 135 


99 


Mastkalb Nr. 10 ergab sofort nach 24 Stunden bei 37°: 
Y 5 9 
Nr. 1 15,2 oe 1,1 


“ 16,3 
Nachdem die Lésung A 8 Tage im Eisschrank aufbewahrt worden war, 
wurden neue Mischungen 1 und 2 bei 37° hingestellt und nach 2, 3, 4 Tagen 


bei 37° analysiert: 


Nach 2 Tagen Nach 3 Tagen Nach 4 Tagen 
. : . sons te : 
Nr. L 19,4 2,15 Nr. : nage _ 95 Nr. . 21,3 34 
4 4 a9 2S ‘ ‘ = ) 
*. — 21,55 9° — 23,2 99 ae 24,7 


Die Zunahme der Synthese mit der Zeit ist deutlich. 


Mit Mastkalb Nr. 11 wurden folgende Mischungen hergestellt: 


5A + 5NaCl + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH  +65H,0 + 10HCI 1 
5 Aerh. + 5NaCl + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH | +5H,O0 + 10HCI 2 
5A + 5H,O + 5 C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH | + 5NaCl+ 10HCl 3 
5 Aerh. + 5H,O + 5C/2 erh. + 25 Cas. + 3NaOH | + 5NaCl+ 10HCI 4 
5 A + 10H,O + 25 Cas. + 3NaOH | + §NaCl+ 10HCI 5 
5 Aerh. + 10H,O -+ 25 Cas. +- 3NaOH | + 5NaCl+ 10HCI 6 
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j Nach 1 Tag bei 37° wurden folgende Werte erhalten: 


| Nr. 1 164 9, 
| ~ * ' 


3 Wochen spiter, nach Aufbewahren von A und der Caseinlésung im 
Eisschrank, wurden neue Mischungen 1—6 hergestellt und nach 5 Tagen bei 
37° analysiert: 


| Nr. 1 23,65 99 Nr. 3 24,45 995, \Nr.5 16,0 1.55 
5» 2 26.85 on _~ et ie ~-- » 6 17,55 ~— 


Wie ersichtlich, wird die Synthese hier deutlich ohne jeden 
Zusatz von Spaltungsprodukten oder von NaCl (5,6), aber die- 
selbe wird gréBer nach Zugabe von Spaltungsprodukten (3,4) und 
: noch groéBer, wenn auBerdem NaCl vorhanden ist (1,2). Die Ver- 
hiltnisse nach 5 Tagen bei 37° erinnern bei diesem Casein in ge- 
wissen Bez ehungen an die Verhaltnisse nach einem ‘l'age bei 37° 
mit dem vorher von mir angewandten Casein. 
Bei meinen vorigen Versuchen wurde das Synthese bewirkende 
Enzym durch 24stiindige Behandlung der Lésung A mit schwacher 
Sadure bei 37° derart zerlegt, dab bei darauffolgender 24stiindiger 
| {inwirkung auf Casein in der Gegenwart von NaCl und Spaltungs- 
r. produkten nur eine sehr schwache Synthese erfolgte (S. 223). 
Wollte man mit dem gegen NaCl weniger empfindlichen 
Caseinpriparat eine solehe Untersuchung vornehmen, so wiirde 
man die Zeit der Kinwirkung des mit Saéure behandelten Enzyms 
auf Casein auf 5 Tage verliingern. Dabei wird sich aber die an- 
fangs schwache Synthese derart vermehren, daB sie vielleicht der 
mit nicht siéurebehandeltem Enzym erhaltenen  gleichkommt. 
Dies war im folgenden Versuch mit Mastkalb Nr. 12 der Fall. 
20 A + 2,6HCI (py = 5,1) wurde nach 24 Stunden bei 37° mit 2,6 NaOH 
versetzt (a). 
2,6NaOH + 2,6HCl wurde mit 20 A versetzt (/). 





6a + 5Cerh. + 50 Cas. + 10NaCl + 6NaOH + 20HCI I 
6a erh. 4- 5 Cerh. + 50Cas. + 1ONaCl+ 6NaOH + 20HCI 2 
68 + 5 Cerh. + 50 Cas. + 10NaCl + 6NaOH + 20HCI 3 
68 erh. + 5 C erh. + 50 Cas. + 10 NaCl + 6NaOH + 20HCI 4 


Nach 5 Tagen wurde mit 50 n-Na-Acetat + 50 n-Essigsaiure versetzt und 
N in 150 ccm Filtrat bestimmt. 
Nr. 1 55,8 


a, =Nr3 562 _ 4 
9° 2 58,3 , °° 4 57,2 o 


In diesen Ziffern finden wir keine Stiitze fiir die Ansicht, 
daB Sa&urebehandlung zerst6rend auf das Synthese erzeugende 
Enzym wirkt. Die Erklirung diirfte wohl darin zu suchen sein, 
daB der Umfang der Synthese in diesem Falle nicht durch die 
Menge wirksamen Enzyms bestimmt wird, sondern durch die ge- 
16* 








939 8. G. Hedin, 


ringen Mengen an solchen Stoffen, welche als Material fir die 
Synthese notwendig sind. Diese sind die durch NaCl und Alkali 
aus Casein gebildeten, im isoelektrischen Punkte nicht fallbaren 
Substanzen. Fir die synthetische Ausnutzung dieser Stoffe 
scheint in diesem Falle bereits die geringe Enzymmenge zu ge- 
nigen, welche nach der Saurebehandlung zurickbleibt. Der 
iibrige Teil des Synthese bewirkenden Enzyms bleibt wirkungslos 
in 6 wegen Mangel an Material fiir die Synthese. 


Aus den Untersuchungen, woriiber oben berichtet wurde, 
ging hervor, daB das Material der enzymatischen Rickbildung 
koagulablen EiweiBes zweierlei Ursprung hatte. Das zugesetzte 
Casein wurde durch Alkali und NaCl zum Teil derart verindert, 
daB es im isoelektrischen Punkte nicht koagulierte. Unter dem 
EinfluB des Synthese erzeugenden Knzyms war es aber bestrebt, 
mit enzymatisch gebildeten Spaltungsprodukten von EiweiB sich 
zu verbinden, wobei koagulierbares Kiweif entstand. Das Casein 
konnte bereits durch Alkali allein in angegebener Weise verandert 
werden, aber in dem Falle konnte die Synthese erst nach mehreren 
Tagen sicher nachgewiesen werden Mit einem Casein, das durch 
Chlornatrium leicht verindert wurde, war die Synthese bereits 
nach 1 Tage deutlich und es konnte leicht nachgewiesen 
werden, daB das Synthese bewirkende Enzym durch schwache 
Saure bei 37° zum gréBten Teil zerlegt wurde. 

Es liegt in der Natur der Sache, daB das EiweiB spaltende 
Enzym (die «-Protease) und das Synthese bewirkende derart 
einander neutralisieren kénnen, daB keines von ihnen bequem 
nachgewiesen werden kann. Nach dem eben Gesagten wird das 
Synthese erzeugende Enzym durch schwache Saure bei 87° gréBten 
Teils zerst6rt und hierin finden wir also die Erklarung dafiir, daB 
die Milzsubstanz erst nach Behandlung mit Sdéure nachweisbar 


a-Protease ergibt. 


Wie verhalt sich die nicht sféurebehandelte Milzsubstanz zu Alkali 
und Chlornatrium? 


Um dieser Frage niher zu treten, habe ich in 1 und 2 Syn- 
these begiinstigende Verhaltnisse soweit wie mdglich hergestellt, 
wie aus folgendem Versuch zu ersehen ist. AuBer Milzsubstanz, 
Alkali und NaCl waren Spaltungsprodukte (C) und die Lésung A, 





ka 
'3 
4 


10g 
10g 
10g 
10g 
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erhalten vom Mastkalb, vorhanden. Die Milzsubstanz riihrte von 
einer 6jéhrigen Kuh her. In 3 und 4 war bei der Enzymwirkung 
kein NaCl vorhanden. 


10g Milz+40H,O+ 10 NaCl+5A-+5C erh.+7 NaOH +50H,0+7HCI1 1 
10g Milz+40H,O+ 10 NaCl+5A erh.+5C erh.+7NaOH - +50H,O0+7HCL 2 
10g Milz+50H,O0+5A-+ 5 Cerh. +7Na0H +10NaCl+40H,O+7HCI 3 
10g Milz+50H,O+-5A erh. +5 C erh. + 7NaOH +10NaCl+40H,O+7HCI 4 


Wahrend der Enzymwirkung (42 Stunden bei 37°) war pa = 7,4. Nach 
Zugabe der rechts von der vertikalen Linie angegebenen Substanzen wurde 
filtriert, von den Filtraten wurden 50 ccm mit 25 n-Na-Acetat + 25 n-Essig- 
siure in gewohnlicher Weise koaguliert und N in 75 ccm des neuen Filtrates 
bestimmt. Die Ergebnisse waren: 


Nr. 1 19,1 . Nr. 3 26,6 
ay » 4 24,9 + 76 
Die Differenz 1—2 = —2,5 zeigt, daB in Gegenwart von 


NaCl 5 A auch hier Synthese vermittelt. Ohne NaCl (Differenz 3 
bis 4 = +2,6) herrscht aber die Spaltung vor. Die Differenz 2 


bis 4 = —2,85 ergibt, daB auch das in der Milzsubstanz vorhandene 
Enzym Synthese mit NaCl erzeugt. Die Differenz 1—3 = —7,5 


reprisentiert beide synthetische Enzymwirkungen zugleich. Der 
ganze Versuch zeigt also, daB die Milzsubstanz in bezug auf die 
durch Enzym vermittelte Synthese in der gleichen Weise sich 
verhilt wie dasjenige Casein, das durch Alkali und NaCl leicht 
verdindert wurde. 

Ein anderer Versuch iiber dieselbe Frage mit Milzsubstanz 
von einer alten Kuh und A vom Mastkalb wurde folgendermaBen 
ausgefiihrt : 


10 g Milz + 40H,O + 10NaCl + 5 A + 5 Cerh. + 5NaOH + 50H,O 1 
10 g Milz + 40H,O + 10NaCl + 5 Aerh. + 5Cerh. + 5NaOH + 50H,O 2 
10 g Milz + 50H,O + 5A + 5Cerh. + 5NaOH + 50H,0 3 
10 g Milz + 50H,O + 5 Aerh. + 5 Cerh. + 5NaOH + 50H,O 4 


Wahrend der Enzymwirkung (24 Stunden bei 37°) war py = 7,15. Die 
Analysen wurden wie oben ausgefiihrt. 


Nr. 1 22,8 Nr. 3 27,0 
» 2 24,6 » 4 26,0 


Die Ergebnisse stehen mit den obigen im Einklang. Die Differenz 

ba ec OE 
Zusammenfassung. 

1. Fir den Nachweis der «-Protease ist, mindestens wenn 
man mit der Milz eines jungen Tieres arbeitet, die Behandlung 
der Milz mit schwacher Saure unerlifBlich, wonach das Enzym 
durch Ausziehen des Riickstandes mit Kochsalz bei schwach 
alkalischer Reaktion und Zimmertemperatur in Lésung erhalten 
wird. 
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2. Die Wirkung der Saurebehandlung liegt mindestens zum 
Teil darin, daB die Siéiure ein in der Milz vorhandenes Enzym 
zersetzt, welches mit Hilfe etwa gebildeter Spaltungsprodukte von 
KiweiB bei alkalischer Reaktion wieder EiweiB zu bilden vermag 
(eine Proteinese). Dazu kommt aber noch in Betracht, daB die 
Milzsubstanz durch die Wirkung der /-Protease aufgespalten wird, 
wodurch die «-Protease nachher leichter ausgezogen werden kann. 

3. Das Synthese erzeugende Enzym kann aus der nicht mit 
Siiure behandelten Milz eimes jungen Rindes durch Ausziehen mit 
NaCl bei schwach alkalischer Reaktion in Lésung erhalten werden. 
Wenn zu der dialysierten Infusion Casein, NaCl und Spaltungs- 
produkte von HiweiB zugesetzt werden, so kann nachgewiesen 
werden, daB der im isoelektrischen Punkt fallbare Stickstoff mit 
der Zeit abnimmt. 

4. Der ProzeB scheint darin zu bestehen, daB eine durch die 
Kinwirkung von Alkali und NaCl auf Casein entstandene Substanz, 
welche im isoelektrischen Punkte nicht fallbar ist, durch Auf- 
nahme von Spaltungsprodukten fallbar wird. 

5. Wird das angewandte Casein durch NaCl in angegebener 
Weise leicht veriindert, so wird die Synthese bereits nach 24 Stunden 
bei 37° nachweisbar und man kann auch leicht zeigen, daB die 
Infusion durch 24stiindige Behandlung mit Saure (px = 5—5,4) 
bei 87° das Vermégen, Synthese zu erzeugen, zum gréBten Teil 
verliert. 

6. Arbeitet man mit einem Casein, das nur sehr wenig durch 
NaCl veriindert wird, so kann oft die Synthese erst nach 4—5 Tagen 
sicher nachgewiesen werden und es kann schwierig werden die 
Zerstorbarkeit des Enzyms durch Saure darzutun. 

7. Mit der ganzen nicht mit Siure behandelten Milzsubstanz 
kann man auch in Gegenwart von Chlornatrium und Spaltungs- 
produkten von Eiwei8 Synthese ohne zugesetztes Casein nach- 
weisen. Wird eine Synthese erregende Enzymlésung zugesetzt, 
so wird die Synthese deutlicher. 
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Weiteres itiber Dehydro-dipeptidase. 
Uber die enzymatische Angreifbarkeit von Verbindungen 
aus Brenztraubensdure und Aminosdure. 
Von 
Max Bergmann und Hans Schleich. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1932.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung!) haben wir wiber die 
Auffindung der Dehydro-dipeptidase berichtet. Das neue Enzym 
soll nach unseren Beobachtungen Dipeptide mit einem ungesittigten 
Baustein in «-Ketosiure, Ammoniak und Aminosiiure aufspalten. 
Wir koénnen jetzt dieses Ergebnis, welches sich auf Messungen 
des Carboxylzuwachses und auf eine Farbreaktion der Phenyl- 
brenztraubensiure griindete, noch durch die Bekanntgabe der 
Isolierung eines der Spaltprodukte sicherstellen. Es gelang uns, 
aus dem Enzymhydrolysat des Glycyldehydrophenylalanins etwa 
20°/, der theoretisch moéglichen Menge Phenylbrenztraubensiure 
zuisolieren. Somit hatten wir iiber die Natur der Reaktionsprodukte 
endgiltige Klarheit erhalten und es war nur noch notwendig, 
auch iiber den Reaktionsweg sicher entscheiden zu kénnen. 

In der ersten Mitteilung wurde von uns die Méglichkeit disku- 
tiert, da Amino-acyl-amide als Zwischenprodukte bei der 
Hydrolyse der ungesittigten Peptide auftreten. Durch EKin- 
greifen der in unseren Enzympriparaten (Nierenextrakte) vor- 
handenen Amino-polypeptidase kénnte dann dieses Amid zur Siéiure 
gespalten worden sein, wodurch der festgestellte Carboxylzuwachs 
seine Ursache gehabt haben muBte. In einem Kontrollversuch 
konnten wir uns jetzt jedoch tiberzeugen, daB die verwendeten 
Nierenextrakte nicht die Fahigkeit haben, Glycinamid in nennens- 
werten Betrigen zu spalten. Wir bestitigen hierdurch ent- 


1) M. Bergmann u. H. Schleich, Diese Z. 205, 65 (1932). 
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sprechende Beobachtungen von W. Grassmann}), der bei Ein- 
wirkung von Amino-polypeptidase auf Glycinamid ebenfalls nur 
aiuBerst geringfiigige Spaltungen messen konnte. Bei der Hydro- 
lyse des Glycyl-dehydrophenylalanins wurde von uns jedoch be- 
reits in kurzer Zeit em so hoher Spaltungsgrad erreicht, der die 
Moglichkeit ausschlieBt, daB Glycinamid als Durchgangsstufe in 
Betracht kommt. Die Wirkung unserer Dehydro-dipeptidase ist 
demnach die einer echten Peptidase: sie bewirkt Sprengung des 
Substratmolekiils an der Bindung 
CO—N. 

Zur Kenntnis der Spezifitaét der Dehydro-dipeptidase hatten 
wir bereits mitgeteilt, daB Acetyl-amino-zimtséure als unspaltbar, 
Glycyl-dehydroalanin dagegen als spaltbar gefunden wurde. Wir 
hatten zu diesen Feststellungen Extrakt aus Pankreatin verwendet. 
Inzwischen haben wir gefunden, daB Nierenauszug ein gleiches Ver- 
halten zeigt. Dieser Befund ist ein Beitrag fiir das gleichartige 
Verhalten der Dehydro-dipeptidasen verschiedener Herkunft. 

Durch die Auffindung eines Enzyms, zu dessen Spaltprodukten 
auch «-Ketosiiuren gehéren, erhéht sich die Bedeutung der von 
uns friiher beschriebenen Verbindungen aus Brenztraubenséure 
und Aminosiuren.?) Unsere kurzen Angaben tiber das Verhalten 
dieses neuen T'yps peptidartiger Verbindungen gegen Enzyme 
haben wir inzwischen nachgepriift und erweitert. Die Ergebnisse 
erweitern die Kenntnis des Spezifitatsbereiches der Carboxy- 
polypeptidase. 

Wir priiften das Verhalten von Pyruvoyl-glyein (I)?), Pyruvoyl- 
d,l-alanin (II)*) und von Pyruvoyl-d,l-phenylalanin (III).?) 

CH, -CO-CO-NH-CH- COOH I Rel 


| Il R=CH,, 


Als Enzymgemisch diente kaufliches Pankreatin. Wir fanden, 
daB I und II absolut unspaltbar sind, wihrend III mit erheblicher 
Geschwindigkeit hydrolysiert wurde. Durch die dann folgende 
Priifung mit einheitlichen Enzympriparaten gelang es dann, die 
Carboxy-polypeptidase als das allein wirksame Ferment zu kenn- 


zeichnen. 


1) W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Ber. chem. Ges. 61, 656 (1928). 
2) M. Bergmann u. K. Grafe, Diese Z. 187, 196 (1930). 
3) M. Bergmann, A. Miekeley u. E. Kann, Diese Z. 146, 247 (1925). 
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Schon in seiner ersten Arbeit iiber diese Ereptase hat K. Wald- 
schmidt-Leitz1) darauf hingewiesen, daf fiir die Angreifbarkeit 
durch Carboxy-polypeptidase der Ionisationsgrad der freien Carb- 
oxylgruppen in den Substraten von Bedeutung ist. Es entspricht 
weiter dem Ergebnis zahlreicher Messungen anderer Autoren, daf 
die Sauredissoziationskonstante homologer Fettsiuren nur wenig 
differiert, daB sie aber durch Einfiihrung des Phenylrestes erheb- 
lich vergréBert wird. Die unspaltbaren Verbindungen I und II 
miissen demnach eine untereinander ungefihr gleiche p, besitzen. 
Bei der leicht spaltbaren Verbindung III wird p, wesentlich nied- 
riger sein. Wir nehmen an, da dieser Unterschied in der Stirke 
der Sauredissoziation auch den Unterschied im Verhalten gegen- 
iiber der Carboxy-polypeptidase bedingt. 

Das Optimum der Spaltung fanden wir bei px 7,4. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Gewahrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


I. Isolierung der abgespaltenen Phenylbrenztraubensaure. 


Der Spaltungsansatz enthielt 2,56 g Glycyl-dehydrophenyl- 
alanin (10 Millimol), 44,0 cem eines Glycerinextraktes aus Pan- 
kreatin ,,Gehe*‘ (das unsere Dehydro-dipeptidase enthielt), 16,5 cem 
m/3-Phosphatpuffermischlésung, px 7,4, 10,0 eem 0,2 n. Ammoniak 
und 94,5 com Wasser. Dieser Spaltungsansatz wurde 41/, Stunden 
bei 40° aufbewahrt. Das Verdauungsgemisch wurde nach Ablauf 
der Reaktionszeit mit 10 cem konz. Salzsiure versetzt und dann 
3mal mit je 100 cem Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten und 
filtrierten Atherextrakte wurden bis zur Krystallabscheidung ein- 
geengt, die Krystalle abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Sie 
zeigten nach dem Trocknen bereits den richtigen Schmelzpunkt 
der Phenylbrenztraubensiure von 155° (korr.). Es wurden 125 mg 
erhalten. 

Parallel zu dem Hauptversuch wurde der Spaltungsgrad des 
Substrates in einem analogen Ansatz titrimetrisch in der iiblichen 
Weise verfolgt. Unter Bericksichtigung der Selbstspaltung ergab 
sich der Spaltungsgrad des Peptids zu 41°/,. Diesem Ergebnis 
wurde die Isolierung von 656 mg Saéure entsprochen haben. Die 
erhaltenen 125 mg stellten somit 19°/, der Theorie dar. 


1) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929). 
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I. Vergleichung der Hydrolyse von Glycinamid mit der von Glycyl- 


Als Enzymlosung diente ein 12 Tage alter Auszug aus Schweine- 
nieren. Um den EinfluB der Amino-polypeptidase auf die Spal- 
tungsgeschwindigkeit zu priifen, wurden parallel Ansatze mit 
einem Zusatz von ]-Leucin gemessen. In 10 cem Spaltungsansatz 
waren immer je 0,6 Millimol Substrat, 1,0 cem m/83-Phosphat- 
puffermischlésung, px 7,4, 2,00 cem Nierenauszug und die zur Er- 
zielung der betreffenden {[H'] notwendige Menge 0,2 n. Ammoniak 
enthalten. An Leucin wurden ebenfalls jeweils 0,6 Millimol zugefiigt. 


Max Bergmann und Hans Schleich, 


dehydrophenylalanin durch Nierenextrakt. 


Die Messungen erfolgten durch Titration in alkoholischer Lésung. 


Tabelle I. 





Eine ‘Titrationsprobe ‘von 2,0 ccm zeigt einen Zuwachs im 
Verbrauch von n/20-KOH bei den Substraten: 
(2,40 cem = 100°/, Aufspaltung einer —CO—N—Bindung) 


Spaltungs- 
dauer Glycyl- 
Stunden dehydro- 
phenylalanin 

ccm 
1 0,20 
2 0,25 
4 0,80 








phenylalanin 
+. ]-Leucin 


ccm 


Glycin- 
amid 


ccm 


0,05 
0,05 








0,10 











Glycinamid Leucyl- 
+ ]-Leucin glycyl- 
glycin 
ecm ccm 
0,05 2,00 
0,05 2,40 
0,05 — 


III. Die Spaltung der Pyruvoyl-peptide. 
Die experimentellen Einzelheiten dieser Untersuchung ent- 
sprechen den Angaben, die wir bei der Priifung des Spezifitats- 


Tabelle II. 


Einwirkung von Pankreatin-Extrakt. 





In 5 cem sind 


Substrat 


Leucyl-glycin . 


Leucyl-glycyl-glycin . 


Gelatine. . ; 
Pyruvoyl-alanin 
Pyruvoyl-glycin. . 
Pyruvoyl-glycin. 


Pyruvoyl-d, l-phenyl- 


alanin . 


Chloracetyl-l-tyrosin. 


Millimol | ecm 
Substrat |Enzym 


0,6 2,0 
0,5 2,0 
200 mg 2,0 
6,3 10 
05 | 20 
05 | 2,0 
05 | 2,0 
0,25 1,0 








Spal- | Zuwachs 
pu | tungszeit cem 
Stunden !n/20-KOH 
7,8 3 2,20 
7,0 3 1,45 
6,8 3 2,50 
7,2 7 0,00 
7,3 3 0,00 
7,3 6 0,00 
7,3 3 1,20 
713 7 reichliche 
Abscheidung 
von Tyrosip 











0 
0 
Spaltung 


93 








S] 


16 
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bereiches der Dehydro-dipeptidase in unserer vorhergehenden 
Mitteilung’) gegeben haben. Wir verweisen auf sie. 


Tabelle III. 
Einwirkung von Trypsin.?) 


In 5 cem sind je 2,0 cem Trypsinlésung enthalten. 
Spaltungsdauer 3 Stunden. 























In 5 ccm Zuwachs eo 
Substrat Mol PH cem ed. 

Substrat | n/20-KOH | Spaltung 
d,l-Leucyl-glycin. ... . 0,6 7,8 0,00 0 
Chloracetyl-l-tyrosin .. . 0,25 7,4 0,70 35*) 
Pyruvoyl-d,l-phenylalanin . 0,5 7,2 1,70 86 
} ee a oe 200 mg 7,5 1,70 — 
Glycyl-dehydrophenylalanin 0,5 7,4 0,00 0 


*) Umgerechnet aus van Slyke-Stickstoff. 


Tabelle IV. 


Einwirkung einheitlicher Proteinase aus Trypsin.®) 


) In 5 ccm sind je 2 mg Enzymtrockenpraparat enthalten. 
Spaltungsdauer 2 Stunden. 





In 5 cem oind 
Substrat Mol Substrat Pa 








Zuwachs 
ecm n/20-KOH 


Gelatine . . Reo ® 200 mg 











4 7,6 1,20 
Chloracetyl-l-tyrosin . .. . 0,25 7,4 0,08**) 
Leucyl-glycin ....... 0,6 i i 0,00 
Leucyl-glycyl-glycin ... . 0,5 7,0 0,00 
Pyruvoyl-d,l-phenylalanin . 0,5 7,4 0,10 


**) Nach Slyke bestimmt, umgerechnet. 


Spaltbarkeit von Acetyl-aminozimtsaure und von Glycyl-dehydroalanin 
durch Nierenextrakt. 


Je 0,3 Millimol Substrat, 0,50 cem m/3-Phosphatpuffermisch- 
losung, pu 7,5, 0,2n. Ammoniak, 1,00 ccm Nierenauszug, mit 


1) M. Bergmann u. H. Schleich, Diese Z. 205, 65 (1932). 

*) Das Trypsin wurde nach Waldschmidt-Leitz u. Harteneck 
[Diese Z. 147, 286 (1925)] gewonnen. 

8) Zur Gewinnung der proteolytisch einheitlichen Proteinase wurde un- 
gefahr nach den Angaben von Waldschmidt-Leitz u. Purr [Ber. chem. 
Ges. 62, 2217 (1929)] verfahren. 
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Wasser auf 5,0 cem aufgefiillt, zeigten nach 5 Stunden bei 40° 
einen Zuwachs an n/20-KOH in der 2,0 cem Titrationsprobe bei: 


Acetyl-aminozimtséure: 0,00 com = 0 °/, Spaltung. 
Glycyl-dehydroalanin: 2,30 com = 96°/, Spaltung. 


Die Abhangigkeit der Hydrolyse von Pyruvoyl-d,l-phenylalanin durch 
Trypsin von der [H ]. 


In 5ccm Spaltungsansatz sind je 0,5 Millimol Substrat, 
2,00 cem 'Trypsinrestlésung, 0,5 cem m/3-Phosphatpuffer der be- 
treffenden H’ und die jeweils notwendige Menge 0,25 bzw. 2,5 n. 
Ammoniak enthalten. Je 2 ccm _ Titrationsprobe zeigen in 
41/, Stunden einen Zuwachs im Verbrauch an n/20-KOH: 


bei px 6,0 1,10 cem entsprechend 56°/, der Spaltung?) 


>» Pu 7,1 1,80 ccm - 91°, i 
> Pu 7,4 1,95 com = 98°/, i 
»» Pu 8,2 1,30 com ™ 66°/, ,, ™ 


1) Auf die eine spaltbare optische Komponente berechnet. 
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Uber die Spezifitat der Saccharasen. 
2. Mitteilung. 


Von 


Hans Pringsheim und Fritz Loew. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Miirz 1932.) 


In der 1. Mitteilung!) bewiesen wir von neuem, da8 in der 
Takadiastase und im Mycel des Aspergillus Wentii ein Maltose 
spaltendes Ferment enthalten ist, das «-Methylglucosid nicht 
hydrolysiert. Die Annahme einer Glucomaltase im Gegensatz zur 
Glucosidomaltase der Hefe erscheint in diesen Pilzen also be- 
rechtigt. Unsere Ergebnisse wurden inzwischen von Myrback?) 
bestatigt, der sich unserer SchluBfolgerung anschlieBt. 


Die Glucomaltase ist zuerst im Auszug gekeimter Gerste auf- 
gefunden worden’), der gleichfalls keine «-Glucosidase enthalt.*) 
Da auch dieser Befund bestritten wurde®), haben wir ihn iiber- 
prift und festgestellt, daB die gleiche Maltaseeinheit aus Hefe, 
die in unserem Gerstenmalzauszug vorhanden war, «-Methyl- 
clucosid noch stirker als Maltose zu hydrolysieren vermag. Wie 
cegeniiber diesen friiheren, wiederum von Myrback und uns be- 
stitigten Experimenten die Identitét der Maltase und «-Glucosi- 
dase auch fiir unsere Enzympriparate erneut aufrecht erhalten 
werden kann§), ist uns unverstindlich. 


Um einen Einblick in den Einflu8 der konstitutionellen Ver- 
finderung des Glucoseteils auf die Wirkung der beiden Maltasen 


1) Pringsheim, Borchardt u. Loew, Diese Z. 202, 23 (1931); S. 25, 
Zeile 20, muB es heiBen statt ,,kein“ ein rohrzuckerspaltendes Ferment. 

2) Diese Z. 205, 248 (1932). 

8) Pringsheim u. Leibowitz, Biochem. Z. 161, 456 (1925). 

4) Leibowitz, Diese Z. 149, 184 (1925). 

5) Weidenhagen, Z. d. Vereins der Deutschen Zuckerindustrie 78, 788 
(1928). 

6) Weidenhagen, Ergebnisse der Enzymforschung, Leipzig 1932, S. 208. 
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zu gewinnen, zogen wir als neue Substrate Maltoson und Malto- 
bionsiure heran. Schon Emil Fischer!) gibt an, daB Maltoson 
durch die Fermente der Hefe in Glucose und Glucoson gespalten 
wird, was wir bestitigen konnten. Die Umwandlung der 2 stin- 
digen sekundiren Alkoholgruppe in eine Carbonylgruppe hindert 
also die Spaltung durch das Hefeferment nicht; dies ware ganz 
den Erwartungen entsprechend, wenn auch die Maltobionsiure, 
die wir in Gestalt ihres Calciumsalzes als Substrat verwandten, 
durch die Hefemaltase angegriffen worden wire. Dies war aber nicht 
der Fall, so daB hier also schon die Verinderung des Glucoseteils 
in 1-Steljung den Angriff der Glucosidomaltase gehindert hat. 

Wie unsicher es ist, die spezifische Kinstellung der Saccharasen 
scharf zu priizisieren, geht aus der Priifung der Fermente des 
Aspergillus Orycae und Wentii- gegeniiber Maltobionséure und 
Maltoson hervor. Die Glucomaltase des Aspergillus Wentii ist 
nimlich auf Maltoson unwirksam, wohingegen die Takafermente 
dieses Substrat spalten. Hierbei bleibt natiirlich unentschieden, 
ob nicht in beiden Fallen die Verainderung des Glucoseteils der 
Maltose den Eingriff der Glucomaltase hindert und das Maltoson 
ein besonderes spezifisches Substrat fiir ein in der Takadiastase 
vorhandenes Enzym abgegeben hat.?) An dieser Stelle scheint es 
deshalb am angezeigtesten, doch wieder auf die Meinung von 
Myrback zurickzukommen’), ,,da8 nun die Spezifitatsverhalt- 
nisse der Carbohydrasen noch verwickelter werden‘, zumal beide 
Aspergillusfermente Maltobionsiure zu spalten vermochten. Hier 
erscheint es noch gezwungener, die Wirkung der Glucomaltase 
zuzuschreiben. 


Gersten- Taka- Asperg. Hefe- 
maltase diastase Wentii maltase 
a ee ee ee ae ee ~}- |. “4. 4. 
a-Methylglucosid. . .... -~ — si de 
Ca-Maltobionat ...... 4 A» ate 
(schwach) 
ae oe ee oe eee . _ +. 


In einer in Emil Fischers Laboratorium ausgefihrten Arbeit 
von Kalanthar*) wird angegeben, dafi die Fermentausziige ver- 


1) EK. Fischer u. Armstrong, Ber. chem. Ges. 35, 3141 (1902). 

*) Vgl. hier die Bemerkungen von Helferich u. Appel, Diese Z. 205, 
231 (1932). 

3) Diese Z. 198, 196 (1931). 

4) A. Kalanthar, Diese Z. 26, 88 (1898). 











be 
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schiedener Hefen unter gewissen Versuchsbedingungen «-Methyl- 
glucosid, aber nicht Maltose spalten. Wir wiihlten die hierfiir 
nach Kalanthar geeigneten Weinhefen, nimlich ABmannshauser 
und Steinberg aus, die wir wie er von der Hefereinzuchtstation 
Geisenheim (Rhld.) bezogen und uns auf Rosinenmost heran- 
zichteten. Nach der Autolyse mit Essigestert) fanden wir?) bei 
der ABmannshauser Hefe keine durch Reduktionsbestimmung 
feststellbare Spaltung von a-Methylglucosid und Maltose, bei der 
Steinberghefe eine schwache Hydrolyse beider Substrate. Die 
Versuche von Kalanthar scheinen demnach den heutigen Prii- 
fungsmethoden nicht standzuhalten, so daB sie zu der Feststellung®) 
der Ubereinstimmung der «-Glucosidase und Hefemaltase nicht in 
Widerspruch gesetzt werden k6énnen. 


Experimenteller Teil. 


Gerstenmaltase. 50g Darrmalz (Byk Gulden-Werke) wurden mit 
150 cem Wasser und etwas Toluol 48 Stunden im Eisschrank aufbewahrt 
und 75 cem der abgesaugten Lésung in einem Cellophansackchen gegen destil- 
liertes Wasser dialysiert; nach 48 Stunden betrug das Volumen 95 ccm. 

Ansatz: 5ecm 1°/,ige Maltoselésung bzw. 1°/,ige a«-Methylglucosid- 
lésung, 5cem Pufferlésung py 5,2, 10 cem Fermentlésung. Versuchstempe- 
ratur 38°, Die Wirksamkeit des Fermentes wurde durch Titration von 5 ecm 
nach Bertrand bestimmt, wozu jede Probe vorher nach Folin und Wu mit 
Natriumwolframat enteiweiBt worden ist. 


Versuch I. 
Spaltung von Maltose und «-Methylglucosid. 


Maltosespaltung. 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 13,9 —- 
24 23,20 74 
a-Methylglucosidspaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 - se 
24 ~ — 
240 -— - 


Eine Hefemaltase, die wir nach Willstatter gewannen, spaltete Maltose 
bei py 5,2 im selben Ansatz in 24 Stunden zu 71°/,, dahingegen «-Methy]- 
glucosid zu 77°/,. 

1) Wilistatter u. Steibelt, Diese Z. 111, 157 (1921). 
*) Einzeiheiten spaiter in der Dissertation von F. Loew, Berlin. 
3) Willstatter, Kuhn u. Sobotka, Diese Z. 134, 224 (1924). 
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a 


Takamaltase. Als Fermentlésung diente eine 4°/,ige Takadiastase- 
lésung, die nach 72stiindiger Dialyse in einem Cellophansickchen gegen 
destilliertes Wasser keine Reduktion mehr zeigte. 

Ansatz: 5ecm 1°/,ige Maltoselésung, bzw. 5cem 1°/j)ige «-Methyl- 
glucosidlésung bzw. 5ccm 1°/,ige Calciummaltobionatlésung, bzw. 5 ccm 
1°/,ige Maltosonlésung (auBer Versuch IV), 10 ccm Fermentlésung, 5 ccm 
Pufferlésung. Versuchstemperatur 38°. 

Bei Maltose, «a-Methylglucosid und Calciummaltobionat ermittelten wiz 
die Spaltung in 5ccm Ansatz durch Titration nach Bertrand. Bei Maltoson 
und zur Kontrolle auch bei Calciummaltobionat wurde die Spaltung durch 
die Unléslichkeit des im Spaltungsfalle in bekannter Weise leicht gewinnbaren 
Glucosazons in heiBem Wasser sichergestellt. In Blindversuchen ist fest- 
gestellt worden, daB Pufferlésungen von der Aciditat py 5,2,"6,2 und 6,8 keine 
spaltende Wirkung auf Calciummaltobionat und Maltoson ausiiben, wozu wir 
bei allen Versuchen mit Calciummaltobionat Salzsiure-Natronpuffer ver- 
wendeten, um eine Wirkung des Phosphatpuffers auf das Substrat zu ver- 
meiden. 

Versuch II. 


Spaltung von Maltose und «-Methylglucosid bei py 5,0 (Citrat). 


Maltosespaltung. 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 13,9 ~~ 
24 24,16 82 
a-Methylglucosidspaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 tec sinc 
48 — —- 


Versuch III. 
Spaltung von Calciummaltobionat und Maltoson bei px 5,2. 


Calciummaltobionatspaltung. 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 — = 
24 4,2 32 
Maltosonspaltung. 
Zeit in Stunden unlésl. Glucosazon Spaltung 
0 in _ 
24 + A. 
Versuch IV. 


Ansatz: 25 cem Fermentlésung, 5 ccm Puffer py 5,2, 300 mg Calcium- 
maltobionat. Untersucht wurden 10 ccm Ansatz. 


Spaltung von Calciummaltobionat. 
Zeit in Stunden mg Cu unlésl. Glucosazon °/, Spaltung 


0 Sie se = 
24 35,0 +- 36,3 


iD PRR inal Seis i ine a gh 
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Maltase aus Aspergillus Wentii. Das Ferment wurde in Form des 
PilzpreBsaftes gewonnen (iiber die Gewinnung vgl. 1. Mitteilung). Die Ferment- 
lésungen (100 ccm) stammen bei Versuch V, VI und VII aus einer ReinkuJtur 
in je 22 Erlenmeyerkolben. 

Ansatz: 5ccm 1°/,ige Maltoselésung, bzw. 5cem 1°/,ige «-Methyl- 
glucosidlésung, bzw. 5 ccm 1°/,ige Calciummaltobionatlésung, bzw. 5 cem 
1°/,ige Maltosonlésung, 5 ccm Puffer, 10 cem Fermentlésung. 5 cem wurden 
titriert, bzw. auf Glucosazon untersucht. 


Versuch V. 
Spaltung von Maltose, «-Methylglucosid, Calciummaltobionat und Maltoson 


bei px 5,2. 
Maltosespaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 13,9 ~- 
24 22,25 66 
«-Methylglucosidspaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 ae 
36 _- 


Zum Vergleich mit Hefemaltase vgl. Versuch I. 


Calciummaltobionatspaltung. 


Zeit in Stunden unlésl. Glucosazon Spaltung 
0 an ne 
36 . 4 
Maltosonspaltung. 
Zeit in Stunden unlésl. Glucosazon Spaltung 
0 7 
36 — 


Um die lastige Eigenreduktion des PreBsaftes auszuschalten, wurde 
dieser bei Versuch VI 48 Stunden in einem Cellophansackchen gegen destilliertes 
Wasser dialysiert. Das Volumen der Lésung betrug nach der Dialyse 80 ccm. 


Ansatz: 10 ccm Fermentlésung, 5ccm 1°/,ige Maltoselésung, bzw. 
5 cem 1°/,ige «-Methylglucosidlésung, bzw. 5 ccm 4°/,ige Calciummaltobionat- 
losung, bzw. 5 ccm 4°/,ige Maltosonlésung, 5 ccm Pufferlésung. Versuchs- 
temperatur 38°. Untersucht wurden 5 ccm des Ansatzes. 


Versuch VI. 
Spaltung von Maltose, «-Methylglucosid, Calciummaltobionat und Maltoson 
bei px 5,2. 


Maltosespaltung. 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 13,9 ~ 
24 19,17 40 
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a-Methylglucosidspaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 ~~: -— 
24 -— -— 


Eine Hefemaltase, nach Willstatter gewonnen, die im selben Ansatz 
Maltose bei px 6,8 zu 40°/, spaltete, hydrolysierte «-Methylglucosid in der 
gleichen Zeit zu 51°/o. 


Calciummaltobionatspaltung. 


Zeit in Stunden mg Cu unlésl. Glucosazon °/, Spaltung 
0 si _ = 
24 2,16 ? 4 
Maltosonspaltung. 
Zeit in Stunden unlésl. Glucosazon Spaltung 
0 i _— 
24 _ si 


Bei Versuch VII wurde im Ansatz mehr Fermentlésung verwendet und 
die Spaltung von Calciummaltobionat und Maltoson bei verschiedenen Acidi- 
taten untersucht. 


Ansatz: 15 ccm Fermentlésung, 5 ccm Puffer, 200 mg Maltose, bzw. 
Maltoson, bzw. Calciummaltobionat. Untersucht wurden 5 ccm. ) 


Versuch VII. 
Spaltung von Maltose, Calciummaltobionat und Maltoson. 


Maltosespaltung bei px 5,2. 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 55,4 — 
24 95,35 79 
Calciummaltobionatspaltung (bei py 5,2, 6,2, 6,8). ) 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 — si 
24 3,5 7 


(bei den 3 Aciditaten). 


Maltosonspaltung (bei py 5,2, 6,2, 6,8). 
Zeit in Stunden unlés]. Glucosazon Spaltung 


0 _— _ 
24 — — 


— 


Hefemaltase. Die Hefemaltase wurde aus frisch abgepreBter Brauerei- 
hefe durch Autolyse mit Hilfe von Essigester nach Willstatter und Steibelt 
gewonnen und bei Versuch VIII das Autolysat von 50 g Hefe auf 300 ccm 
Lésung verdiinnt. 

Ansatz: 5 cem 1°/,ige Maltoselésung, bzw. 5 ccm 1°/,ige Calciummalto- » 
bionatlésung, bzw. 5 cem 1°/,ige Maltosonlésung, 5 cem Puffer, 10 com Hefe- ) 
maltase. Versuchstemperatur 38°. 
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Versuch VIII. 
Spaltung von Maltose, Calciummaltobionat und Maltoson (py 5,2). 
Maltosespaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 13,9 : 
24 22,88 71 
' Calciummaltobionatspaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu unlésl. Glucosazon  °/, Spaltung 
0 — , 
24 _— 
Maltosonspaltung 
Zeit in Stunden unlésl. Glucosazon Spaltung 
0 - 
24 ? ? 


In Versuch IX wurden 100 g Brauereihefe auf 150 ccm Lésung wiederum 
nach Willstatter und Steibelt verarbeitet. 

Ansatz: 5 cem 4°/,ige Maltoselésung, bzw. 5 ccm 4°/,ige Calciummalto- 
bionatlésung, bzw. 5 ccm 4°/,ige Maltosonlésung, 5 cem Puffer (bei Calcium- 
maltobionat und Maltoson py 5,2, 6,2 und 6,8), 10 cem Hefemaltase. 


) Versuch IX. 
Spaltung von Maltose, Calciummaltobionat und Maltoson. 


Maltosespaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 55,4 — 
6 85,82 59 
Calciummaltobionatspaltung (py 5,2, 6,2 und 6,8). 
} Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 ac 
48 ~ 
Maltosonspaltung (bei py 5,2, 6,2 und 6,8). 
Zeit in Stunden . unlésl. Glucosazon Spaltung 
0 ah ma 
24 4. 
48 so 


Aus 400 mg Maltoson wurden 213 mg Glucosazon gewonnen. 


Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir verbindlichst fiir die Mittel zu dieser Arbeit. 
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Uber das Verhalten von -Aminosduren im Tierkérper. 
Von 
Werner Keil. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat K6énigsberg Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Miirz 1932.) 


Vor einiger Zeit konnte ich zeigen’), daB d-Aminovalerian- 
siiure im Organismus des Hundes teilweise durch 8-Oxydation in 
f-Aminoiithyl-methyl-keton [4 Aminobutanon (2)] verwandelt wird. 
Die Versuche wurden wiederholt und das Keton abermals gefunden. 
Dieses wurde nun nach Gabriel und Colman?) synthetisch her- 
gestellt und mit dem aus Hundeharn gewonnenen verglichen. Es 
ergab sich villige Ubereinstimuung des Schmelzpunktes und Misch- 
schmelzpunktes des Chloroaurates. Die Synthese des f-Amino- 
iithylmethylketons konnte vereinfacht werden. 

Es wurde versucht, im Filtrat des beim biologischen Abbau 
der d-Aminovaleriansiure erhaltenen #-Aminoithylmethylketons 
durch Fraktionierung der Chlorauratmutterlaugen das wahrschein- 
liche Endprodukt der Oxydation, das f#-Alanin, zu finden. Es 
zeigte sich jedoch, daB dieses in priiparatiy zugiinglichen Mengen 
nicht vorhanden war. Es wurde deshalb das Filtrat der Phosphor- 
wolframsiiurefiillung — nach Entfernung des Uberschusses an diesem 
Reagenz durch Bariumhydroxyd — mit @-Naphthylisocyanat und 
Natronlauge nach Neuberg’) behandelt. Das auf diesem Wege 
isolierte Produkt erwies sich jedoch als die g-Naphthylisocyanatver- 
bindung der d-Aminovaleriansiure. Ein groBer Teil der d-Amino- 
valeriansiiure hatte also den Tierkérper unzersetzt passiert. Dieser 
Befund deckt sich in gewissem Sinne mit den Untersuchungen 
Kapfhammers‘), der nach Verfiitterung von methyliertem Casein 
die Siiture im Harn auffand. 


1) Keil, Diese Z. 172, 310 (1927). 

*) Ber. chem. Ges, 42, 1243 (1909). 

3) Neuberg u. Manasse, Ber. chem Ges. 38, 2363 (1905). — Neu- 
berg u. Rosenberg, Biochem. Z. 5, 458 (1907). 

*) Habilitationsschrift, Leipzig 1925. 
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Nach Untersuchungen von Corley?) iiber das Verhalten von 
«w-Aminosiuren als Zuckerbildner bei phlorhidzinvergifteten Hunden, 
tritt die y-Aminobuttersiiure als Zuckerbildner auf, die d-Amino- 
valeriansiure hingegen nicht. Ich habe nun die y-Aminobutter- 
siiure einem Hund einverleibt, in der Hoffnung auch hier die 
Abbauprodukte im Harn zu erhalten. Uber das Verhalten dieser 
Siure im Tierkérper ist auBer der oben erwihnten Arbeit von 
Corley nur durch ihren Entdecker Schotten?) bekannt, daB sie 
in hohen Dosen ungiftig ist.4) F. Peters‘) verfiitterte ein Derivat 
derselben, die y-Benzoylaminobuttersiure, konnte sie jedoch un- 
verindert im Harn wiederfinden. Meine Versuche mit y-Amino- 
huttersiure ergaben ebenfalls, daB die Siure zu einem Teil un- 
verandert im Harn wieder ausgeschieden wird. Es wurden zwar 
aus dem Harn eines Hundes nach Einspritzung von 50 g y-Amino- 
buttersiiure nur etwa 7°/, der reinen Siiure wiedergewonnen, doch 
diirfte die tatsiichliche Menge erheblich héher sein. Was mit dem 
Rest geschieht, bheb zweifelhaft. Ein Abbauprodukt y-Amino- 
3-keto-buttersiure usw. — oder ein Methylierungsprodukt — 
y-Butyrobetain oder Carnitin — konnte nicht isoliert werden. 

Die zu den Versuchen notwendige y-Aminobuttersiure stellte 
ich nach Tafel und Stern) dar, durch elektrolytische Reduktion 
von Succinimid, doch in der von mir vor kurzem beschriebenen ®) 
vereintachten Apparatur. 

Anmerkung. Der Vorteil dieser nur aus Bechergliisern, 
Tonzylindern und Bleirohr bestehenden Apparatur ist nicht nur 
die Leichtigkeit der Zusammenstellung in beliebiger GréBe in 
jedem Laboratorium, sondern auch die erheblich bessere Ab- 
kiihlungsméglichkeit, so da8 man in kleinen GeféiBen hohe Strom- 
stirken zur Anwendung bringen kann, ohne Erwirmung der Elektro- 
lyten befiirchten zu miissen. Auch das sehr listige Schiiumen, 
das bei der Tafelschen Apparatur leicht Verluste bringt, wird 
durch diese Anordnung vollig beseitigt. 





Darstellung von /-Aminoathylmethylketon. 
Die Darstellung des Ketons geschieht nach Gabriel und Col- 
man. Als Ausgangsmaterial dient 8-Phthalylaminopropionsiure, die 


1) J. of biol. Chem. 70, 99 (1926). 7%) Ber. chem. Ges. 21, 2235 (1888). 
5) Vor kurzem konnten Thomas, Milhorat und Techner zeigen, 
daB y-Aminobuttersiure bei Stoffwechselkranken (progressive Muskelatrophie) 
die Kreatin- und Harnstoffausscheidung steigert. Vgl. diese Z. 205, 93 (1932). 
*) Diese Z. 159, 274 (1926). 5) Ber. chem. Ges. 33, 2209 (1900). 
®) Diese Z. 200, 133 (1981). 
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durch Zusammenschmelzen von Phthalsiiureanhydrid und f-Alanin 
leicht darstellbar ist (Gabriel). Zur Darstellung des #-Alanins}) 
emptiehlt sich folgende Vorschrift: 50 g Succinimid werden mit 
einer Liésung von 27 ccm Brom in 2,5 Liter 10°/,iger Kalilauge 
2—3 Stunden auf etwa 60° erwiirmt. Nun neutralisiert man 
mit Bromwasserstoffsiiure. Man dampft zur Trockne. Der Riick- 
stand wird zur Abtrennung von Anorganischem mit Alkohol aus- 
gezogen. Das f-Alanin wird aus den alkoholischen Lésungen 
durch Einleiten von Ammoniak gefillt. Ks fillt alsbald fest- 
werdender Sirup. Durch Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
wird es gereinigt. Das Verfahren hat den groBen Vorteil, daB es 
billig und schnell ist. §-Phthalylalanin wird mit Phosphorpenta- 
chlorid zum #-Phthalylalanylchlorid umgesetzt. Das nebenbei ent- 
standene Phosphoroxychlorid wird im Vakuum abdestilliert. Das 
zuriickbleibende Siurechlorid wird mit Natriummalonester um- 
gesetzt. Das Umsetzungsprodukt durch Wasserdampf vom un- 
verbrauchten Malonester und Benzol befreit. Dann hydrolysiert 
man mit Salzsiiure. Alle diese Reaktionen lassen sich bequem 
in demselben Kélbchen ausfiithren, so daf man kaum Verluste 
dabei hat. Das Hydrolysenprodukt wird nach Abfiltrieren der 
ausgeschiedenen Phthalsiiure mit Goldchlorid gefillt. Das Chloro- 
aurat — bei Anwendung von 30g Phthalylalanin etwa 10 g — 
wird wiederholt aus verdiinnter Salzsiiure umkrystallisiert. Zur 
Analyse wurde es im Vakuum bei 100° getrocknet. 

20,89 mg Substanz gaben 9,37 mg Au. 

C,H,,NOAuCI, (427,1) Ber. Au 46,17°/, Gef. Au 45,96°/). 

Das Chloroaurat des B-Aminoiithylmethylketons bildet derbe 
Krystalle, die in Wasser ziemlich leicht léslich sind. Es schmilat 
bei 146° Kin Mischschmelzpunkt mit dem aus Hundeharn nach 
Einspritzung von d-Aminovaleriansiiure gewonnenen Chloroaurat 
zeigte keine Depression. 


Wiedergewinnung der 0-Aminovaleriansaure. 


Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung (vgl. die eingangs 
zitierte Arbeit) wird mit Bariumhydroxyd von Phosphorwolfram- 
und Schwefelsiiure befreit. Der Uberschu8 an Bariumhydroxyd 
wird mit Kohlensiiure entfernt. Dann wird nach dem Alkalisch- 
machen durch Natronlauge mit a@-Naphthalylisocyanat geschiittelt. 





') Vgl. auch Abderhalden, Handb. d. Biol. Arb. Meth., 7, 571 (1923) 
u. Hoogewerf u. van Dorp, Rei. Tray. chine. Pays-tas 10, 6 (1891). 
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Nach einigen Stunden filtriert man den gebildeten Niederschlag 
ab und siuert mit Salzsiiure an. Die ausgetallene ¢-Naphthylureido- 
5-valeriansiure wird wiederholt aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert. Leider konnte ihre gesamte Menge nicht bestimmt 
werden, da nur noch ein kleiner Teil des Phosphorwolframsiiure- 
filtrats vorhanden war. 

Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum getrocknet. 

0,1225 g brauchten nach Kjeldahl 8,4 cem n/10-H,SO,. 

C,,H,,0,N, (286,1) Ber. N 9,79°/, Gef. N 9,60°/). 

Die a-Naphthylureido-5-valeriansiiure bildet charakteristisch 
ausgebildete, perlmutterglinzende Blittchen. Sie schmilzt bei 
197—198° unter Zers. (Neuberg u. Rosenberg 194—195°,) 
Das wiederfestwerdende Zersetzungsprodukt schmilzt dann bei 
231°. Zum Vergleich wurde aus d-Aminovaleriansiiure dasselbe 
Derivat dargestellt. Es zeigte dieselben Blaittchen und denselben 
Schmelzpunkt. Ein Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 


Darstellung von y-Aminobuttersaure. 

90 g Succinimid in 300 ccm 50°/,iger Schwefelsiiure gelést, 
lieferten nach elektrolytischer Reduktion mit 50—60 Amp. Strom- 
stiirke (Stromkonzentration 160—200 Amp.) und Aufarbeitung nach 
Tafel etwa 30g reines Pyrrolidon. Die Uberfiihrung des Pyrro- 
lidons in y-Aminobuttersiiure geschieht durch 2'/, stiindiges Kochen 
mit der 25-fachen Menge 10°/,iger Bariumhydroxydlésung. Man 
entfernt das Barium aus der noch heiBen Lisung mit Kohlensiure. 
Beim Anreiben der zum Sirup eingeengten Lésung krystallisieren 
95°/, der theoretischen Ausbeute an y-Aminobuttersiiure aus. Zur 
Analyse wird im Vakuum bei 100° getrocknet. 

237,0 mg brauchten nach Kjeldahl 22,7 cem n/10-H,SQ,. 

200,2 mg Substanz gaben 343,5 mg CO, und 154,4 mg H,0. 

C,H,NO, (103,0) Ber. C 466%, H 8,8°/, N 13,59°%, 
Gef. ,, 46,65 ,, 8,60 ,, 18,45. 


Die y-Aminobuttersiure schmilzt bei 196°. 


Tierversuch. 
Einem 16 kg schweren Hund wurde im Verlauf von 2 Tagen 
50 g y-Aminobuttersiure in schwach sodaalkalischer Lésung sub- 
cutan eingespritzt. Der Harn wiihrend der Versuchstage und noch 
einen Tag danach wurde gesammelt. Nach dem Ansiiuern mit 
Schwefelsiiure wurde mit Phosphorwolframsiiure gefillt. Die aus 
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dem Phosphorwolframat in iiblicher Weise gewonnenen Basen 
wurden in eine Purin-, Arginin-, Histidin- und Lysinfraktion nach 
Kutscher aufgeteilt. Nur die Lysinfraktion kam zur Aufarbeitung. 
Die Carbonate derselben wurden zum Sirup eingeengt. Nach 
kurzem Stehen krystallisierte eine weife, in Alkohol unlésliche 
Krystallmasse (3,4 g) aus. Sie erwies sich als y-Aminobuttersiure. 
Nach mehrfachem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol zeigte 
sie einen Schmelzpunkt von -195—197° (unkorr.). Ein Misch- 
schmelzpunkt mit der als Ausgangsmaterial verwendeten y-Amino- 
buttersiiure zeigte keine Depression. Sie wurde in das Chloroaurat 
verwandelt und nach dem Trocknen bei 100° analysiert. 

17,09 mg Substanz gaben 7,56 mg Au. 

C,H,,NO,AuCl, (448,0) Ber. Au 44,5°/, Gef. Au 44,24°.. 

Der Schmelzpunkt des Chloroaurates lag bei 185—136°% Im 
Filtrat der y-Aminobuttersiiure lieB sich auBer Kreatinin keine 
Base mehr isolieren. Es wurde noch besonders nach y-Butyro- 
betain (y-Dimethylamino-n-buttersiiuremethylbetain) — dem Methy- 
lierungsprodukt der y-Aminobuttersiiure — gesucht, jedoch ohne 
jeden Erfolg. Danach war der gréBte Teil der y-Aminobuttersiiure 
abgebaut, und nur eine Menge von 6,8°/, wiedergewonnen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir die Beihilfen zu dieser Untersuchung ergebenst. 
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Uber die BeeinfluBbarkeit der Acetylierungsvorgange 
durch die Nahrung. 
Von 


H. Reinwein. 


(Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Marz 1932.) 


In den letzten Jahrzehnten hat sich in fast simtlichen Kultur- 
staaten eine Bewegung gezeigt, die darauf hinausgeht, unsere Kost 
umzustellen, weil man beobachtet zu haben glaubt, daB saure 
oder alkalische, eiweiBarme kohlehydratreiche oder eiweiBreiche 
kohlehydratarme Kost die Abwehrkrifte des Kd6rpers_ ent- 
scheidend beeinflussen kénne. Die gemachten Beobachtungen ver- 
suchte man durch bestimmte Untersuchungen, vor allem iiber die 
Ausscheidungsverhiltnisse im Urin und das physikalische und 
chemische Verhalten des Blutes, theoretisch zu stiitzen. Gerade 
diese Untersuchungen haben aber so viele gegenteilige Fest- 
stellungen ergeben, da8 sie der weiteren Forschung eher ein Hinder- 
nis als eine Forderung bedeuten. Andererseits gibt es aber Beob- 
achtungen, die véllig unabhaéngig von den modernen Bestrebungen 
zeigen, daB man die Einwirkung bestimmter Ernaéhrungsfaktoren 
sowohl auf das krankhafte, wie normale Geschehen kaum leugnen 
kann. Diese Feststellungen sind schon alt. Vor allem die Zucker- 
krankheit gab und gibt auch jetzt noch genug AnlaB, diesen Fragen 
nachzugehen. Auch Beobachtungen iiber die Alkaptonurie, die 
von Katsch zuerst mitgeteilt und von mir vollig bestatigt!) werden 
konnten, zeigen die Einwirkung einseitiger Kost sehr deutlich. 
Hier kommt es bei eiweiBreicher, aber kohlehydratarmer Kost, 
entgegen den eigentlichen Erwartungen zu einer starken Ver- 
minderung der Homogentisinsiureausscheidung. Da es nicht 
moglich ist, einen ahnlichen Zustand experimentell zu erzeugen, 
ging ich der Frage nach, ob es nicht auch bei den experimentell 
erzeugbaren, sog. synthetischen Vorgingen gelingt, die Wirkung 
der Nahrung zu untersuchen. 
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Zu synthetischen Vorgingen kommt es bekanntlich, wenn kérperfremde 
Substanzen dem intermediéren Stoffwechsel unterworfen werden. Man nimmt 
an, daB durch diese Vorginge der K6rper die Entgiftung oder die Ausscheidung 
beeinfluBt. Diese Deutung ist bei manchen Vorgingen, wie z. B. bei der 
Glykuronsaurebildung durchaus ansprechend. Hier diirfte die Anschauung 
von Schiller?) zu Recht bestehen, da8 durch die Paarung der aromatischen, 
kérperfremden Substanzen die Lipoidléslichkeit vermindert bzw. aufgehoben 
wird. Bei den sog. Acetylierungsvorgingen kommen diese Anschauungen, wie 
Knoop?) schon aussprach, kaum in Frage, denn die Substanzen sind schon 
an sich praktisch lipoidunléslich, ja durch die stattgefundene Acetylierung 
werden sie es sogar eher starker. Allem Anschein nach wirken sie vielmehr 
wie die Abfangsubstanzen von Neuberg; es gelingt durch ihre Verabreichung, 
bestimmte intermediaér entstandene Produkte, die sonst sofort weiter um- 
oder abgebaut werden, festzulegen. 


Kondensation mit Essigsiure beobachteten Jaffe und Cohn‘) bei der 
Bildung von Furfurakrylséure nach Verfiitterung von Furfurol. Acetylierungs- 
vorgange fand Cohn*) dann nach der Verfiitterung von Nitrobenzaldehyden. 
Diese Arbeiten wurden von Ellinger und Hensel®) vor allem in quanti- 
tativer Bezichung weiter ausgearbeitet. Diese Autoren konnten zeigen, daB 
auch die Aminobenzaldehyde, wie die Aminobenzoeséuren nach Verabreichung 
an Hunden und Kaninchen Acetylierungsvorgingen unterliegen. Am ge- 
eignetsten erwies sich fiir die quantitativen Untersuchungen die p-Amino- 
benzoesiure. Nach Injektion von essigsaurem Natrium, Brenztraubensaure 
und Acetessigester war die Bildung der p-Acetylamino-benzoesaéure deutlich 
gesteigert. Die Verabreichung von Acetaldehyd war ohne sicheren EinfluB. 
Bei seinen bekannten Untersuchungen iiber den physiologischen Abbau der 
Sauren im Tierkérper fand Knoop’), daB nach Verfiitterung von y-Phenyl-c«- 
amino- bzw. y-Phenyl-a-ketobuttersiure y-Phenyl-«-Acetylaminobuttersaure 
gebildet wird. Bei dem Acetylierungsvorgang denkt Knoop vor allem an die 
Brenztraubensaure als acetylierende Substanz. Die Brenztraubenséure kann 
jederzeit aus dem Alanin und vor allem aus den Kohlehydraten entstehen. 
Einen ganz ahnlichen Acetylierungsvorgang fanden Neubauer und War- 
burg’) bei der Durchstr6mung der Leber mit Phenylaminoessigsaure, da sie 
Phenylacetylaminoessigsiure erhielten. Damit war auch die der Leber von 
jeher zugeschriebene groBe Bedeutung fiir die Stoffwechselvorgange wiederum 
dargelegt. Knoop®) hat dann spater eingehende Untersuchungen dariiber 
angestellt, aus welcher Substanz die Essigsiurekomponente abzuleiten ist. 
Verabreichung von Brenztraubensaure ergab eine Steigerung von 50°/,. Zulage 
von Buttersiure eine Vermehrung von 18°/,, wahrend sich die gegebene Essig- 
siure ohne besonderen EinfluB auf die Acetylierungsvorginge zeigte. Knoop 
weist bei diesen Versuchen darauf hin, daB eine wichtige Funktion des N viel- 
leicht darin zu sehen ist, daB stark saure Produkte des intermediaren Stoff- 
wechsels abgefangen werden. Von allen organischen Saéuren ist ja die Brenz- 


traubensaure die starkste. 


Da die y-Phenyl-x-aminobuttersiure zweifelsohne die phy- 
siologischere Abfangssubstanz ist, versuchte ich anfangs in enger 
Anlehnung an die Versuche von Knoop, a. a. O., durch die Ver- 
abreichung dieser Saéure (sie wurde nach den Angaben synthetisch 
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hergestellt) den EinfluB verschiedener Fiitterung nachzuweisen. 
Wie Knoop schon angab, sind diese Versuche aber technisch 
iiuBerst schwierig. Ich scheiterte immer wieder an der schlechten 
Vertraglichkeit, wenn ich glaubte, die Tiere auf eine konstante 
Ausscheidung bei einer bestimmten Kost eingestellt zu haben. 
So sah ich mich schlieBlich gezwungen, zu entsprechenden Ver- 
suchen mit der p-Aminobenzoesiure iiberzugehen. Diese Sub- 
stanz hat den groBen Vorteil, daB sie im Handel zu haben ist und 
vor allem kann man sie nach Neutralisation injizieren. Als Ver- 
suchstier erwiesen sich mir die Kaninchen geeigneter als Hunde. 
Aber auch jetzt war die Ausfiihrung der Versuche noch sehr 
schwierig, da manche Kaninchen, vor allem wenn sie sich im Hunger- 
versuch befanden, starben. Vorerst verglich ich die GréBe der 
Acetylierung bei Fiitterung mit Futterriiben mit dem Acetylie- 
rungsvermogen wahrend des Hungers. Die Ernahrung vor den 
Versuchstagen war bei den verwandten Tieren immer die gleiche. 
Der Versuch begann immer erst, wenn das K6érpergewicht wieder 
ausgeglichen war. Die Kaninchen waren in kleinen Stoffwechsel- 
kafigen untergebracht und erhielten nach einem Hungertag, an 
drei aufeinanderfolgenden Tagen, je 1g p-Aminobenzoesiure 
subkutan. Der Urin wurde solange gesammelt, bis die von 
Ellinger, a.a.O., angegebene Diazoreaktion negativ war. Ks 
war niemals nétig, den Harn linger als 6 Tage nach der letzten 
Verabreichung der Siure zu sammeln. Ich habe mich noch durch 
entsprechende Untersuchungen davon iiberzeugt, da8, wenn die 
Diazoprobe negativ war, auch durch die Aufarbeitung p-Acetyl- 
aminobenzoesaure nicht mehr aufgefunden werden konnte. Bei dem 
Aufarbeitungsverfahren hielt ich mich anfangs eng an die von 
Ellinger und Hensel angegebene Methode. Ich muBte sie aber 
umandern, weil sie bei den Fiitterungstagen nicht sicher gewihr- 
leistet, daB man das Acetylierungsprodukt quantitativ findet. 
Ich ging deshalb folgendermaBen vor: Der gelassene Urin wurde 
sofort auf dem Wasserbade bei neutraler Reaktion zum dicken 
Sirup eingeengt. Nachdem dies mit simtlichen Urinportionen ge- 
schehen war und der spitere Urin keine positive Diazoreaktion 
mehr gab, wurde der Sirup mit Alkohol in einem Wasserbade 
von 60° 5mal erschépfend extrahiert. Der alkohollésliche Teil im 
Vakuum vom Alkohol befreit. Der Riickstand mit méglichst wenig 
Wasser aufgenommen, dieser darauf mit soviel 20°/,iger Schwefel- 
siure versetzt, daB Kongopapier eben deutlich gebliut wurde. 
Die Flissigkeit blieb dann 24 Stunden im Eisschrank. Von dem 
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Ausgeschiedenen, das aus Hippursdéure, p-Aminobenzoeséure und 
vor allem aus der p-Acetylamido-benzoesiure bestand, wurde 
abfiltriert. Das Filtrat nach Zusatz von 2 cem 20°/,iger Schwefel- 
siure 5mal erschépfend mit Ather extrahiert. Der Ather ab- 
destilliert, der Riieckstand aus dem Ather mit dem ersten Riick- 
stand vereinigt, mit Ammoniak- und Natronlauge gelést und dann 
nach Zusatz von groBen Mengen Ather wieder mit Schwefelsiure 
stark angesiiuert und abermals die Loésung erschépfend mit Ather 
ausgeschiittelt. , Auf diese Weise gelang es, nach Abdunsten des 
Athers, den Riickstand krystallin zu erhalten. Der Riickstand 
wurde dann zur Beseitigung der nicht verwandelten p-Amino- 
benzoesiure mit 5°/jiger Schwefelsiure verrieben, indem die 
Aminobenzoesiure léslich ist. Der Riickstand in soviel heiBem 
Wasser, wie zur vollstandigen Lésung notwendig war, gelést und 
mit etwas Tierkohle entfairbt. Aus dem Filtrat begann schon beim 
Abkithlen das Acetylierungsprodukt sich abzuscheiden. Das Filtrat 
wurde im Vakuum weitgehend eingeengt, dann 24 Stunden im 
Eisschrank stehen gelassen, von dem jetzt fast vollig farblosen 
Acetylierungsprodukt abgesaugt und dieses bei 125° getrocknet. 
DaB es sich tatsichlich um die p-Acetylaminobenzoesiéure handelte, 
wurde in jeder Portion durch Bestimmung des Schmelzpunktes, 
des Mischschmelzpunktes und durch N-Bestimmung nach dem 
Kjeldahlverfahren bestimmt. Nur in ganz wenigen Versuchen war 
es notig, die Substanz zur Erreichung des Schmelzpunktes von 251° 
nochmals aus verdiinntem Alkohol umzukrystallisieren. In der 
Tabelle findet sich in diesen Fallen ein Stern. 


Ausgeschiedene p-Acetylaminobenzoesaiure in Gramm nach Injektion 
von 3 g p-Aminobenzoesaure. 
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. ; bei Raben- ' 
Protokoll-Nr. | im Hunger tatorene im Hunger fatterung 
3 0,81 1,21 0,7 
7 0,51 0,95 * 0,38 0,9 * 
9 0,49 1,00 0,42 
7 bei Raben- : ; bei Riiben- 
Protokoll-Nr. futtewang im Hunger im Hunger dabterung 
13 1,3 0,8 0,9 1,43 
5 0,97 0,4 * 0,6 
17 1,46 0,27* 0,42 
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Die Tabellen sind so angeordnet, daB ohne weiteres daraus zu 
ersehen ist, in welcher Reihenfolge die Versuche vorgenommen 
wurden. Ich habe hier nur diejenigen Versuche angefiihrt, die véllig 
zu Ende gefiihrt werden konnten. Ellinger und Hensel gaben 
schon an, da eine Steigerung des Acetylierungsvermégens auch 
nach lingerer und mehrmaliger Verabreichung nicht eintritt. 
Wie aus den einzelnen Untersuchungen zu ersehen ist, kann ich 
die Angabe dieser beiden Autoren vollig bestitigen. Die Acety- 
lierung bleibt bei demselben Tiere bei Fiitterung oder im Hunger 
stets ungefaihr gleichgroB, auch wenn man dies mehrmals an dem- 
selben Tiere untersucht. Bei der Ribenfiitterung war immer 
wieder eindeutig festzustellen, daB es zu einer stirkeren Bildung 
von Acetylaminobenzoesiure kommt, wie im Hunger. Nur in 
einem einzigen Versuche, in dem das Kaninchen am 5. Fiitterungs- 
tage starb, war in dem bis dahin ausgeschiedenen Harn nur 0,9 g, 
waihrend bei der vorausgegangenen Fiitterung 0,94 g des Acetyl- 
produktes ausgeschieden war. 

Der erhobene Befund ahnelt bis zu einem gewissen Grade 
dem Resultate von Thomas und Kapfhammer ”), das diese bei 
der Bildung der Mercaptursiure erhoben. Nach Verfiitterung von 
Brombenzol war bei gewohnlicher Kost die Bildung der Brom- 
phenylmercaptursiure groéBer als im N-Minimum. Zugabe von 
Cystein verursachte sofort eine stirkere Bildung, wahrend die 
Verabreichung von anderen schwefelhaltigen Substanzen, wie 
z. B. Taurin, ohne Einflu8 war. Auch bei den einfachen Paarungs- 
vorgangen besteht, wie schon bekannt ist, eine gewisse Abhingig- 
keit von dem Ernahrungszustande und der Fiitterung. So wird 
nach Mayer?!) bei glykogenarmen Tieren, die auBerdem eine sehr 
geringe Menge Kohlehydrate erhalten, die Glykuronsiurebildung 
sehr gering. Es scheint also hier, daB Kohlehydrate in der Nahrung 
oder in den Depots die Paarung begiinstigen. Dieser Vorgang ist 
aber von dem intermediiren Kohlehydrat-Stoffwechsel un- 
abhangig!?), denn der pankreasdiabetische Hund kann dieselbe 
Menge Glykuronséure bilden wie vor der Operation. 

So eindeutig die gemachte Beobachtung ist, so schwierig ist 
die Auslegung des Resultates. Sicher erscheint, daB die Fiitte- 
rung maBgebend ist fiir die Hohe des Acetylierungsvermégens. 
Wenn bei kohlehydratreicher Kost (Versuche mit ausschlieBlicher 
Ernihrung von Traubenzucker miBgliickten bis jetzt) mehr Acetyl- 
aminobenzoesiure ausgeschieden wird, so kann es darin seine 
Ursache haben, daB die Nahrung als solche, ohne in intermediire 
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Umwandlung eingetreten zu sein, die Acetylierungsvorginge be- 
gunstigte. Wahrscheinlicher erscheint mir aber nach den Ver- 
suchen von Knoop die Annahme, daf jene Prozesse, bei denen 
die Abfangssubstanzen in Wirkung treten, weniger stark ver- 
laufen sind. Vor Anstellung der Versuche hatte ich eigentlich er- 
wartet, daB im Hungerzustande, weil wenigstens theoretisch mehr 
f6-Oxybuttersiure gebildet werden miiBte, die Acetylierungs- 
vorgainge intensiver verlaufen wiirden. Wenn man, wozu Grund 
vorhanden ist, mit Knoop annimmt, da als Muttersubstanz 
bei der Acetylierung vor allem die Brenztraubenséure in Frage 
kommt, so ware die Erklarung darin zu suchen, daB wegen Ver- 
minderung der Kohlehydrate die Bildung der Brenztraubensiure 
eingeschrankt ist. Eine eigentliche Glykogenarmut lag bei den 
Tieren sicherlich nicht vor, da alle vorher gleichmaBig ernahrt 
waren und die eigentliche Fastenperiode zu kurz war, um zu einem 
ausgedehnten Schwund des Glykogens zu fiihren. 


Zusammenfassung. 


Vergleicht man die Bildung von p-Acetylaminobenzoesaure 
bei Kaninchen wahrend des Hungers und bei Fiitterung mit Riben, 
so zeigt sich, daB der Acetylierungsvorgang wihrend des Hungerns 
geringer ist. 
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Uber die Autoxydation der Bestrahlungsprodukte 
des Ergosterins. 


Von 


H. H. Inhoffen und H. Hauptmann. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universitatslaboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1932.) 


Wenn Bestrahlungsprodukte des Ergosterins an der Luft 
stehen oder in geléstem Zustande mit Luft geschiittelt werden, 
nehmen sie rasch Sauerstoff auf. Die Analyse solcher Priparate 
gibt ein deutliches Defizit an Kohlenstoff; ihr Absorptionsspektrum 
und ihr optisches Drehungsvermégen sind gegeniiber dem Aus- 
gangsmaterial stark verdndert. 

Allerdings ist das Verhalten der verschiedenen Bestrahlungs- 
produkte nicht ganz gleichartig und hingt davon ab, ob mit lang- 
welligem oder kurzwelligem Ultraviolett bestrahlt worden ist und 
ob eine geringfiigige oder eine weitgehende Umwandlung statt- 
gefunden hat. 

Mit langwelligem Ultraviolett bestrahlte Priparate enthalten 
weniger von dem leicht oxydierbaren Stoff als Magnesiumfunken- 
praparate und sind dafiir reicher an Lumisterin und Suprasterinen ; 
die Anderungen, die solche Uviolpriparate bei der Einwirkung 
von Sauerstoff erleiden, sind darum weniger ausgeprigt als bei 
den Magnesiumfunkenpraparaten, bewegen sich aber in derselben 
Richtung. 

Bei Magnesiumfunkenprodukten, die ihre Hauptabsorption 
bei 260—285 my haben, wird das Spektrum im langwelligen Ge- 
biet bei der Autoxydation abgebaut, wihrend in der Gegend von 
250 mz zunichst ein neues Maximum auftritt. Gleichzeitig nimmt 
die negative Drehung zu und erreicht um dieselbe Zeit ein Maxi- 
mum, wenn auch die Absorption bei 250 mz den gréBten Wert 
besitzt. Bei der weiteren Einwirkung von Sauerstoff wird das 
Maximum bei 250 mz allmahlich abgebaut und gleichzeitig sinkt 
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die negative Drehung. Augenscheinlich verschwindet bei der Oxy- 
dation zunichst ein leicht angreifbarer Stoff mit einer Absorptions- 
bande bei 280 my?) und geht in ein stark negativ drehendes Oxy- 
dationsprodukt mit eimer Absorptionsbande bei 250 my iber. 
Langsam wird auch dieses Oxydationsprodukt noch weiter ab- 
gebaut. Das Oxydationsprodukt mit der Bande bei 250 my ist 
zuerst im wissenschaftlichen Laboratorium der Firma E. Merck 
aufgefunden worden; es laiBt sich leicht isolieren, da es in 90°/;igem 
Alkohol schwer léslich ist und aus konz. itherischer Lésung mit 
Petrolither ausgefallt wird. Es ist nicht deutlich krystallisiert und 
dreht in frischem Zustande in atherischer Lésung fiir [«|p zu 
—128,8°. 

Wihrend sich also analytische Zusammensetzung, Spektrum 
und Drehung bei der Autoxydation von Bestrahlungsprodukten 
rasch iindern, wird die antirachitische Wirkung erst bei lang- 
dauernder Behandlung mit Sauerstoff vollstaéndig zerstért. Die 
gegen Sauerstoff so empfindliche Verbindung ist also nicht das 
Vitamin.2) Hiermit steht es in voller Ubereinstimmung, daB so- 
wohl in London wie in Géttingen beobachtet worden ist, daB das 
ganz reine Vitamin D (D,) gegeniiber Luft auBerordentlich wider- 
standsfihig ist. 

Im Gegensatz hierzu behaupten Reerink und van Wijk’), 
da8 ihr krystallisiertes Vitamin sehr sauerstoffempfindlich sei; 
schon nach kurzem Stehen an der Luft soll es sich oxydieren und 
bei der Analyse viel zu niedrige Kohlenstoffwerte geben. Wir 
haben die Versuche von Reerink und van Wijk nachgemacht; 
man erhilt nach ihrem Verfahren ein zwar krystallinisches, aber 
sehr unreines Vitamin D,, das tatsichlich leicht oxydiert wird. 
Wenn man dieses Material so lange umkrystallisiert, bis es seine 
physikalischen Konstanten nicht mehr indert, gewinnt man ohne 
Schwierigkeiten reines Vitamin D,, das von dem Luftsauerstoft 
kaum mehr angegriffen wird. 

Zusammenfassend kann man folgendes iiber die Autoxydation 
der Bestrahlungsprodukte des Ergosterins sagen: In den ver- 
schiedenen Priparaten ist in wechselnder Menge ein Stoff (Tachy- 


1) Es handelt sich um denselben Stoff, der sehr rasch mit Citraconsaure- 
anhydrid reagiert und der Tachysterin genannt worden ist. 

2) Schon bei Beginn unserer Versuche haben wir beobachtet, daB anti- 
rachitisch noch wirksame Praparate entstehen, selbst wenn man wahrend der 
Bestrahlung dauernd Sauerstoff durch die Ergosterinlésung leitet. 

3) Biochem, J. 25, 1001 (1931). 
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sterin) vorhanden, der sehr leicht an der Luft oxydiert wird. Er 
ist nicht identisch mit dem Vitamin, dem Lumisterin oder den 
Suprasterinen I und IJ. Bei Anwesenheit dieses Stoffes wird auch 
das Vitamin luftempfindlich, doch bedarf es eines mehrtagigen 
Schiittelns mit Sauerstoff, um die Hauptmenge des Vitamins zu 
oxydieren. Im ganz reinen Zustand ist das Vitamin gegen Luft- 
sauerstoff auBerordentlich widerstandsfihig. 


Auch an dieser Stelle méchten wir Herrn Prof. Dr. Windaus 
fiir die Unterstiitzung und Leitung unserer Versuche danken. 


Beschreibung der Versuche. 
I. Anderung der optischen Drehung bei der Autoxydation. 


K. W. 21, ein zu 20°/, umgewandeltes Magnesiumfunken- 
produkt zeigte zu Beginn des Versuches in atherischer Losung fiir 
[x]*5 den Wert —33°; die negative Drehung stieg beim Stehen an 
der Luft allmahlich an und erreichte nach 42 Stunden ihr Maxi- 


mum mit [«|]p = —52°; nach 160 Stunden war die Drehung auf 
[a]p = —7° gesunken und dnderte sich nun nur noch sehr langsam. 


O. L. 16, ein zu 47°/, umgewandeltes Magnesiumfunken- 
praparat verhielt sich ahnlich wie das vorige; die Drehung, die in 
petrolatherischer Losung fiir [«|p zunichst —32° betrug, stieg erst 
auf —50° und fiel dann wieder auf —14°. 

I. 9, ein zu 40°/, umgewandeltes Uviolprodukt drehte in 
Normalbenzin wie alle langwellig bestrahlten Produkte ziemlich 
stark positiv, nimlich bei +33,6° fiir [«]p. Beim Schiitteln mit 
Sauerstoff sank die positive Drehung, nach 9 Stunden auf +11,8° 
und im Verlaufe einiger Tage bis auf etwa 0°; hier blieb sie kon- 
stant, eine Zunahme der positiven Drehung wurde nicht beobachtet. 





II. Anderung des Spektrums bei der Autoxydation. 


K. W. 21; von diesem Magnesiumfunkenpraparat (vgl. oben) 
wurden wahrend der 160 Stunden dauernden Oxydation 9 Ab- 
sorptionsspektren aufgenommen. Aus Platzmangel seien sie nicht 
abgebildet, wir beschrinken uns auf die folgenden kurzen An- 
gaben: Der Absorptionskoeffizient der 0,02°/,igen Losung in Nor- 
malbenzin!) betrug fiir das frische Material bei 280 mz 1,97 und 
sank in 160 Stunden dauernd bis auf 0,49; der Absorptionskoeffi- 





1) Die Absorptionskoeffizienten wurden stets in 0,02°/,iger Lésung 
bestimmt. 
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zient fir 265 my war urspringlich 1,65, blieb in den ersten 
24 Stunden anniéhernd konstant und sank dann ebenfalls all- 
mahlich ab, nach 160 Stunden auf 0,45. Der Absorptionskoeffizient 
fiir 250 mz betrug anfangs 1,21, stieg innerhalb der ersten 
24 Stunden auf 1,88, hielt sich einige Zeit in etwa dieser Hohe und 
sank nach 160 Stunden auf 0,49. 

I. 9; aus diesem Uviolpraiparat (vgl. oben) wurden vor der 
Autoxydation die Absorptionskoeffizienten fiir 280, 265 und 250m 
zu 0,70, 0,90 und 0,66 bestimmt; die Absorptionskoeffizienten 
nahmen bei der Oxydation simtlich ab, aber bei 250 my viel 
weniger als bei 265 und 280 mz, so daB sich bei 250 my ein deut- 
liches Maximum ausbildete; es wurden 7 Spektren aufgenommen; 
das letzte, das nach 6 Tagen gemessen wurde, gab fiir 280, 265 und 
250 my die Absorptionskoeffizienten 0,13, 0,17 und 0,80. 


III. Physiologisckes Verhalten der Bestrahlungsprodukte 
bei der Autoxydation. 


K. W. 21, dieses Magnesiumfunkenprodukt (vgl. oben) war 
urspriinglich zu weniger als 0,2 y antirachitisch vollwirksam; nach 
16stiindiger Autoxydation war es noch zu 0,2¥y vollwirksam, 
nach 88 Stunden noch zuly. Nach 160 Stunden war es zu 1 y 
nicht mehr vollwirksam. 

H. H. 16; 6g dieses zu 59°/, umgewandelten Magnesium- 
funkenproduktes wurden in 10°/,iger alkoholischer Lésung 81/, Stun- 
den mit Sauerstoff geschiittelt und nahmen in dieser Zeit bei 22° 
450 cem des Gases auf; hierbei schied sich ein halbfestes Ol aus, 
das entfernt wurde. Der in Petrolither leicht lésliche Anteil war 
zu weniger als 0,1 y antirachitisch vollwirksam und besa eine 
toxische Grenzdosis von 0,2 mg. Hier war also trotz Aufnahme 
von etwa 1 Mol Sauerstoff auf 1 Mol Bestrahlungsprodukt inner- 
halb 81/, Stunden nur eine maBige Zerstérung von Vitamin erfolgt. 

W. B. 20; dieses zu 95°/, umgewandelte Magnesiumfunken- 
priparat war zu 0,04y vollwirksam; es wurde in alkoholischer 
Lésung 240 Stunden mit Sauerstoff geschiittelt und war nach 
dieser Zeit noch zu 0,5 y vollwirksam. 

W. B. 22; dieses nur zu 52°/,) umgewandelte Magnesium- 
funkenprodukt war zu 0,03 y vollwirksam. Es war sauerstoff- 
empfindlicher als das zu 95°/, umgewandelte Priparat. Es wurde 
160 Stunden mit Sauerstoff in alkoholischer Lésung geschiittelt 
und nahm 11,2°/, Sauerstoff auf. Es war nach dieser Zeit zu 1 y 
antirachitisch unwirksam. 
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W. 50, ein zu 84°/, umgewandeltes Uviolpriparat hatte eine 
antirachitische Grenzdosis von 0,1 y. Es erwies sich als lang- 
wellig bestrahltes Praiparat verhiltnismiéBig arm an leicht oxy- 
dablen Bestandteilen; beim Schitteln seiner alkoholischen Lésung 
‘mit Sauerstoff nahm es im Laufe von 5 Tagen nur 5,2°/, Sauerstoff 
auf; nach dieser Zeit war das autoxydierte Material noch zu 1 y 
vollwirksam. 

I. 9; dieses zu 40°/, umgewandelte Uviolprodukt (vgl. oben) 
wurde 6 Tage mit Sauerstoff geschiittelt. Obschon der Absorptions- 
koeffizient fiir 265 mu nach dieser Zeit auf 0,17 gesunken war, 
erwies sich das oxydierte Material noch zu etwa 0,3 y als voll- 
wirksam. Es sei hervorgehoben, da dieser Wirkung ein Gehalt 
von etwa 5°/, Vitamin im Autoxydationsprodukt entspricht; der 
Absorptionskoeffizient eines 5°/, Vitamin enthaltenden Priparates 
wurde fiir 265 mz nur 0,10 betragen, so daB der niedere Absorp- 
tionskoeffizient mit der verhaltnismaiBig hohen Wirkung nicht in 
Widerspruch steht. 

I. 26—I. 27, 2,83 ¢ eines Magnesiumfunkenpriparates (Um- 
wandlung 60/5, [a«]5° = —5,9° in Normalbenzin) wurden in 
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85 cem Normalbenzin gelést und nahmen dann beim Schiitteln mit 
Sauerstoff innerhalb von 2 Tagen 212 cem Sauerstoff auf. Nach 
10 Tagen drehte das Priparat in atherischer Lésung fir [«]n bei 
18* 
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—13,3° und gab das in Fig. 1 als I. 26 bezeichnete Spektrum. 
Nach 17 Tagen drehte es fiir [«]p bei —4,8° und gab das in Fig. 2 
als I. 27 bezeichnete Spektrum. Dieses Material war zu 1 y anti- 
rachitisch vollig unwirksam und zu 3 mg ganz ungiftig. 


IV. Isolierung des Autoxydationsproduktes. 


I. 5; 4,5 g eines zu 55°/, mit der Quarzquecksilberlampe um- 
gewandelten Produktes wurden in 100 ccm 95°/,igem Alkohol ge- 
lost und einige Stunden mit Sauerstoff geschiittelt. Nach 20 Mi- 
nuten begann die Ausscheidung des halbfesten Oles; dieses wurde 
von der Mutterlauge befreit, in wenig Ather gelést und mit Petrol- 
iither ausgefillt; die etwas klebrige Masse wurde im Vakuum 
spréde und leicht pulverisierbar; sie schmolz unscharf bei etwa 
100° (unter Zers.) und zeigte in dtherischer Lésung fir [«]p die 
Drehung —128°. Das Spektrum hatte ein Maximum bei 250 mu 
mit eimem Absorptionskoeffizienten von 1,50. 


3,358 mg Substanz gaben 8,86 mg CO,, 2,96 mg H,O. 


C,,H,,0; Ber. C 72,99°/, H 9,63 °/, 
Gef. ,, 71,96 , 9,86 


Das Oxydationsprodukt war antirachitisch vollig unwirksam 
und ungiftig. Das nicht oxydierte Material (I,;) war zu etwa 0,5 y 
vollwirksam und besaB eine toxische Grenzdosis von 1,5 mg. Der 
Index ist also etwa 1: 3000 und unterscheidet sich nicht wesent- 
lich von demjenigen nicht oxydierter Priparate. Es wurden eine 
Reihe von Versuchen vorgenommen, um das Oxydationsprodukt 
besser zu charakterisieren, aber bisher ohne Erfolg. 


V. Isolierung von Vitamin D, aus autoxydierten Bestrahlungsprodukten. 


a) Uviolprodukt: 14,5 g eines zu 40°/, umgewandelten 
Uviolbestrahlungsproduktes wurden in 100 ccm 96°/,igem Alkohol 
9 Stunden mit Sauerstoff geschiittelt und nahmen hierbei 582 ecem 
Sauerstoff auf. Die Lésung wurde dann auf —20° abgekiihlt und 
schied dabei 4g eines zihen Oles aus, das augenscheinlich aus 
Oxydationsprodukten bestand. Die Lésung wurde von dem Ole 
abgegossen, eingedampft und der Riickstand in wenig Aceton ge- 
lost. Nach dem Animpfen mit Vitamin D, traten — vielleicht 
etwas langsamer als sonst — Krystalle auf, die sich nach dem 
Absaugen und mehrfachen Umkrystallisieren als reines Vitamin D, 
erwiesen. 
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b) Magnesiumfunkenprodukt: 9,8 g eines Magnesiumfunken- 
praparates (Umwandlung 80°/,) wurden nach der friiher beschrie- 
benen Methode mit Citraconsiiureanhydrid in Reaktion gebracht ; 
der neutrale Anteil wurde dann mit Dinitro-benzoylchlorid ver- 
estert und lhieferte 3,3 g  krystallisiertes Dinitro-benzoat des 
Vitamins. Weitere 9,8 g desselben Magnesiumfunkenpriparates 
wurden in alkoholischer Lésung 71/, Stunden mit Sauerstoff ge- 
schiittelt; sie nahmen hierbei 5380 cem Sauerstoff auf und lieferten 
dann etwa 3,6¢ eines in Petrolither unléslichen Oxydations- 
produktes; der in Petrolather lésliche Anteil wurde mit Citracon- 
siureanhydrid in Bertthrung gebracht, doch trat nur noch eine sehr 
geringe Umsetzung ein. Aus dem neutralen Anteil lieBen sich nur 
noch 0,22 g Dinitro-benzoat des Vitamins erhalten, die Haupt- 
menge war also zerstért worden. 


Augenscheinlich sind Magnesiumfunkenpriparate sauerstoff- 
empfindlicher als Uviolpraparate. 


VI. Nachpriifung der Angaben von Reerink und van Wijk. 


Zur Nachpriifung der Behauptung der hollindischen Forscher, 
daB ihr krystallisiertes Vitamin sehr luftempfindlich sei, haben 
wir die folgenden Versuche gemacht: Wir haben Ergosterin mit 
langwelligem Ultraviolett iiber 285 mz bis zu 40°/, umgewandelt 
und haben nach Entfernung des unverinderten Ergosterins das 
Bestrahlungsprodukt mit wenig Aceton stehen gelassen. Nachdem 
Krystallisation eingetreten war, haben wir die Masse mit wenig 
kaltem Aceton angeriihrt und scharf abgesaugt. Die erhaltenen 
Krystalle waren noch etwas klebrig; sie waren augenscheinlich 
sehr unrein, denn sie zeigten statt +139° fiir [«]p nur +61,6°. 


1 g dieser Krystalle wurde in 30 cem Methylalkohol 71/, Stun- 
den geschiittelt und nahm in dieser Zeit 54 ccm Sauerstoff auf. 

Die Hauptmenge der Krystalle von der Drehung [«|p = 
-+-61,6° wurde einmal aus wenig Aceton umkrystallisiert und drehte 
danach fiir [«|p bei +81,2°. Auch von diesen Krystallen wurde 
1 g in 80 ccm Methylalkoho! gelést und 61/, Stunden mit Sauer- 
stoff geschiittelt; die Losung nahm 47 cem des Gases auf; sie 
wurde zur Trockne eingedampft; der Riickstand ldste sich in 
wenig Petrolither auf, gab aber auf Zusatz von viel Petrolither 
und Kihlung auf —20° einen Niederschlag, der aus Oxydations- 
produkten bestand. Die petrolitherische Loésung wurde ab- 
gegossen, eingedampft und der Riickstand erst aus Aceton und 
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dann aus Methylakohol umkrystallisiert. Hierbei gelang es ohne 
Schwierigkeiten reines Vitamin D, zu gewinnen. 

Das oben erwahnte, noch unreine Vitamin D, von der Dre- 
hung [«]p = +81,2° wurde ein zweites Mal aus wenig Aceton um- 
krystallisiert; es schmolz nun bei etwa 113° und zeigte fir [«]p 
die Drehung +-100°. Obschon auch dieses Priparat noch nicht 
rein war, addierte es beim Schiitteln mit Sauerstoff nichts mehr 
von dem Gase; durch weiteres Umkrystallisieren lieB es sich leicht 
in ganz reines Vitamin D, iberfiihren. 

Die rohen Vitamine von der Drehung|«|p = +61,6 und +81,2° 
blieben als krystalline Brocken im luftgefiillten Exsiccator stehen ; 
sie nahmen dabei langsam Sauerstoff auf, die Gewichtszunahme 
betrug beim ersten Praparat nach 32 Tagen 11,3°/), beim zweiten 
10,1°/, (entsprechend 1,89 und 1,25 Mol Sauerstoff). Trotz dieser 
groBen Sauerstoffaufnahme gelang es, aus beiden Praparaten durch 
mehrmaliges Umkrystallisieren reines Vitamin D, darzustellen. 


VII. Bestandigkeit des reinen Vitamins gegen Sauerstoff. 


0,5 g reines Vitamin D, ((a]p = +103° in Alkohol) wurden 
in 20 cem 96°/,igem Alkohol gelést und mit Sauerstoff geschittelt. 
Kine Sauerstoffaufnahme lieB sich nicht feststellen. Nach 8 Wochen 
war die Drehung fiir [«]p auf +89,4° (in Alkohol) gesunken, das 
Spektrum hatte sich in der Form wenig geandert, der Absorptions- 
koeffizient war fir 265 mz von 2,05 auf 1,78 heruntergegangen. 














ma Qo OO eS we aE ae Ss OO 











Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXXIV. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Marz 1932.) 


Weitere Versuche mit dem Aminoamid C,,H,,.N,0,, und mit 2 Produkten, 
die aus der Oximinoaminosdure C,,H,,N,O, entstehen. 


In der letzten Mitteilung!) ist gezeigt worden, daB der farb- 
lose Ko6rper, der bei tagelanger EKinwirkung starker Salpetersiure 
aus Biliansiureoximlactam gebildet wird, ein Aminonitril dar- 
) stellt: denn beim Kochen mit 20°/,iger Salzsiure spaltet er Am- 
~  moniak ab und beim Erhitzen mit 10°/,iger Salzsiure entsteht 
eine um 1 Molekiil Wasser reichere Verbindung, die ihrerseits, mit 
20°/,iger Salzsiure gekocht, gleichfalls Ammoniak liefert und 
deshalb als ein Aminoamid von der wahrscheinlichen Struktur- 
formel I aufgefaBt werden mu8. In der Zwischenzeit sind mit 
diesem Aminoamid Stickstoffbestimmungen nach der Methode von 
van Slyke ausgefiihrt worden. Nach den Beobachtungen von 
R. H. A. Plimmer?) war bei diesen Bestimmungen von vorn- 
herein zu erwarten, da8B unter den gewohnlichen Bedingungen, 
d.h. in Gegenwart von KEssigsiure, nur die Aminogruppe in 
Reaktion treten wiirde, wihrend in Gegenwart von Salzsiiure eine 
Mitbeteiligung der Amidgruppe vorausgesetzt werden konnte. Es 
kam bei den Versuchen nicht darauf an, die Bedingungen genau zu 
ermitteln, unter denen die beiden Gruppen quantitativ reagieren, 
es sollte vielmehr lediglich festgestellt werden, ob je nach Wahl 
der Saiure erhebliche Unterschiede in der Menge des entwickelten 
Stickstoffs zu beobachten waren. Das ist nun in der Tat der Fall. 








, 1) Diese Z. 205, 76 (1932). 
2) Journ. Chem. Soc. London 127, 2651 (1925). 
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Bei Verwendung von Essigsiure reagiert bei 3stiindiger Versuchs- 
dauer die Aminogruppe nahezu quantitativ, bei 61/,stiindiger 
auBerdem auch noch ein Teil (etwa 16°/,) der Amidgruppe, bei 
Gegenwart von Salzsiure aber beteiligt sich in 61/,stiindiger 
Dauer des Versuches die Amidgruppe zu 75—82°/5, und es kann 
keinem Zweifel unterliegen, daB sie bei noch langerer Dauer all- 
mihlich quantitativ in die Erscheinung treten wird. Die Versuche 
bilden gleichzeitig eine neue Stiitze fiir die Richtigkeit der Auf- 
fassung des Korpers C,,H3gN,0,, als eines Aminoamids. — AuBer 
dem oben erwihnten Aminonitril («-Verbindung) und dem Amino- 
amid C,,H,.N,0,, erfihrt auch die aus dem ersteren unter der 
Kinwirkung heiBer Schwefelsiure hervorgehende ,,f-Verbindung* 
heim Kochen mit Salzsiure eine Abspaltung von Ammoniak, was 
in der letzten Mitteilung nicht ausdriicklich hervorgehoben 
worden war. 


Noch zwei andere Substanzen konnten beim Kochen mit 
Salzsiiure méglicherweise Ammoniak abspalten: einmal die aus der 
Oximinoaminosiure C,,H3,N,O, (II) durch alkalische Permanganat- 
lésung sich bildende Verbindung, die im folgenden kurz als ,,Oxy- 
dationsprodukt*‘ bezeichnet werden soll, obwohl sie vielleicht 
dieselbe empirische Zusammensetzung wie das Ausgangsmaterial 
besitzt, und zweitens der Korper, der unter dem Einflu8 heiBer 
Schwefelsiiure aus eben derselben Oximinosiure durch Umlagerung 
entsteht (,,Umlagerungsprodukt*). Das Oxydationsprodukt ist in 
der 30. Mitteilung) kurz beschrieben worden. Es hat die gleiche 
Zusammensetzung wie die Oximinoaminosiiure (C,,H3,N,09) oder 
hesitzt eine um 2 Wasserstoffatome firmere Formel. Bei der Bil- 
dung des Oxydationsproduktes erfihrt offenbar die Oximgruppe 
der Ausgangssubstanz eine Umwandlung, denn diese Gruppe laBt 
sich im Reaktionsprodukt nicht mehr, nach Kochen mit Salz- 
siiure usw., mit Fehlingscher Lésung nachweisen. Welcher Art 
diese Umwandlung ist, hatte sich seinerzeit noch nicht feststellen 
lassen. Beim Erwirmen des Oxydationsproduktes mit konz. 
Schwefelsiure und Diphenylamin bzw. Phenol konnten Farben- 
reaktionen nicht beobachtet werden. Der neuerdings ausgefiihrte 
Versuch, beim Kochen mit Salzsiure eine Abspaltung von Am- 
moniak nachzuweisen, hatte ein deutlich positives Ergebnis. 
Dieses Ammoniak konnte einer Nitrilgruppe oder einer Saure- 
amidgruppe entstammen. Eine van Slyke-Bestimmung (Kssig- 


1) Diese Z. 196, 276 (1931). 
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siure, 3stiindige Versuchsdauer) sprach fir die letztere Méglich- 
keit, denn der erhaltene Stickstoffwert war héher, als einer Amino- 
gruppe entspricht und lieB auf eine partielle Mitbeteiligung einer 
Amidgruppe schlieBen. Man kann somit fiir das Oxydations- 
produkt als eine mégliche Formel das Symbol III aufstellen. Be- 
merkt sei noch, daB bei der Titration der Verbrauch an Lauge 
héher war, als von 3 Carboxylgruppen verlangt wird, aber weit 
hinter dem Wert von 4 Aquivalenten zuriickblieb. Man kann an- 
nehmen, daB die unter dem EinfluB der Aminogruppe stehende 
und dadurch im allgemeinen unwirksam gemachte Carboxylgruppe 
in kleinem Umfange mitreagiert hat; weniger wahrscheinlich ist, 
daB die Saéureamidgruppe an dem Verbrauch von Lauge beteiligt 
war. Die nach Abspaltung des Amidstickstoffes resultierende Amino- 
pentacarbonséure hat sich bis jetzt noch nicht in einwandfreier 
Form isolieren lassen. Die Versuche sollen mit neu hergestelltem 
Oxydationsprodukt wiederholt werden; bei dieser Gelegenheit 
soll auch das Verhalten der Verbindung III im van Slykeschen 
Apparat bei Gegenwart von Salzsiure geprift werden (vgl. Amino- 
amid I). 

Das oben erwihnte ,,Umlagerungsprodukt* ist insofern von 
Interesse, als bei seiner Herstellung erstmalig die Umlagerung des 
Ketoximringes III gliickte!), was in anderen Fallen nicht gelungen 
war, richtiger gesagt: in anderen Fallen hatte sich unter den 
eingehaltenen Versuchsbedingungen die Isolierung von Verbin- 
dungen mit umgelagertem Ring III nicht verwirklichen lassen. 
Da die Ketoximgruppe des Ringes III in Nachbarschaft eines 
wahrscheinlich quartiren Kohlenstoffatoms sich befindet?), war 
mit der Moglichkeit einer ,,Beckmannschen Umlagerung zweiter 
Art‘. zu rechnen, etwa so, wie aus Campheroxim Oxydihydro- 
campholensaurenitril entsteht®), also nach dem Schema: 

CH,—C(:NOH)—C<  -__-» CH,—C:N HO-C< 
Si ble sninaluiace’ I satcaglbndiatolaaie | 

Das Umlagerungsprodukt hatte dann beim Kochen mit Salz- 
siure Ammoniak abspalten miissen. In dieser Richtung angestellte 
Versuche verliefen aber voliig negativ, und da auch bei diesen 
Versuchen eine Abspaltung von Stickstoff in anderer Form nicht 


1) Diese Z. 200, 41 (1931). 

2) H. Wieland u. F. Vocke, Diese Z. 177, 68 (1928). 

3) Houben-Weyl], Die Methoden d. organ. Chem. 2. Aufl., IV, 362 u. 
363 (1924), 
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stattfand, darf das Umlagerungsprodukt als eine Lactamamino- 
siure von der Strukturformel IV angesehen werden. In dieser 
Formel ist die Stellung der NH-Gruppe zur benachbarten CO- 
Gruppe hypothetisch, was auch fiir den Lactamring II bzw. die 
aus diesem hervorgehenden Gruppen: —NH, und —COOH gilt. 
Auffallend war, daB die beim Kochen des Umlagerungsproduktes 
mit Salzsiiure entstehende Verbindung, die eine Diaminopenta- 
carbonsaure sein miiBbte, bei der van Slyke- Bestimmung nur eine 
verhiltnismiBig geringe Stickstoffmenge (37,5—38°/, d. Th.) 
lhieferte. Es mu8 also auBer der Aufspaltung des Lactamringes 
noch eine anderweitige Verinderung (vielleicht eine Stereoisomeri- 
sation) eingetreten sein, die die Reaktionsfaihigkeit der einen 
Aminogruppe bzw. beider gegen salpetrige Siéiure herabsetzt. Da- 
gegen gab das Umlagerungsprodukt bei der van Slyke-Bestim- 
mung eine weit grdBere Menge an Stickstoff, als einer Amino- 
gruppe entspricht, es kann somit nicht einheitlich gewesen sein, 
bestand vielmehr vermutlich aus 7/, Lactamaminosiure und 
1/, Diaminopentacarbonsaure, die aber von dem beim Kochen mit 
Salzsiiure entstehenden Produkt verschieden sein muB. Auch 





CO-NH, C: NOH 
hie, 
COOH C | CH, C 
| | C,oH2; ° COOH III | CoH, 7 COOH 
CH Of CH C 
Pita od Fe 
, Coon ¢ CH, ™ COOH a 
| 
| NH, | NH, 
COOH CH COOH COOH CH COOH 
H, CH, H, CH, 
Aminoamid C,,H;,.N,0;;. Oximinoaminosaure C,,H,,N,0y5. 
CO-NH, NH——CO 
 “ | | 
CH-———C CH, C 
| Cy oHo - COOH | | C,oHe1 " COOH 
CH C CH C 
tn aa Ft 
III COOH oe IV COOH oo 
} 
| NH, | NH, 
COOH CH COOH COOH CH oa 
ae a ii 
CH, CH, CH, CH, 


Aminoamid C,,H3,N,0y. Lactamaminosaure C,,H,,N,0,. 
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andere Beobachtungen deuten darauf hin, daB dem Umlagerungs- 
produkt unter den eingehaltenen Herstellungsbedingungen wech- 
selnde Mengen eines zweiten Stoffes beigemengt sein kénnen. Das 
seinerzeit untersuchte Material mu8 allerdings ziemlich einheit- 
lich gewesen sein, denn es gab bei der Analyse den von einer Ver- 
bindung C,,H,,N,0, geforderten Kohlenstoffwert. — Die ge- 
schilderten Verhaltnisse bediirfen noch der naheren Aufklirung. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Aminoamid C,,H;,N,0,,. Die Bereitung der Verbindung 
Co,HagN,O0,, geschah, wie friiher beschrieben.') Das nach der Be- 
handlung mit Alkohol erhaltene Rohprodukt wurde einmal aus 
Wasser umkrystallisiert, die Substanz war danach noch gefiirbt 
und die braiunliche Farbung nahm beim Trocknen (120°) noch 
etwas zu. Zu den van Slyke-Bestimmungen?) ist zu bemerken, 
daB die Proben I und II mit je 5 ccm Kisessig zusammengebracht 
wurden, wobei keine vollstaéndige Losung eintrat. Die Mischung 
wurde durch die Einfiillungsbiirette in das ReaktionsgefiB ge- 
bracht und die Birette mit 5 cem Eisessig in einzelnen Portionen 
nachgespilt. In dem Reaktionsgefé8 trat klare Lésung ein. Die 
Dauer des Versuches betrug bei I 3 Stunden, bei II 61/, Stunden. 
Man iiberlieB dabei die Lésung in dem Apparat sich selbst, zwischen- 
durch wurde gelegentlich kurze Zeit geschiittelt, ebenso am Schlub 
des Versuches 5 Minuten lang. Die Proben III und IV léste man 
in je 5ccem 20°%/,iger Salzsiure und spiilte mit 6 ccm 20°/,iger 
Salzsiure nach (Versuchsdauer: 61/, Stunden). Bei den Salzsiture- 
versuchen mu das Einfiillen wegen der stiirmischen Gasentwick- 
lung, die im Anfang in kurzen Zwischenriumen wiederholtes 
Ubertreiben des Gases aus der Biirette in die Pipette erforderlich 
macht, vorsichtig geschehen. Die Menge der Salzséiure war so 
bemessen, daB die Konzentration im ReaktionsgefiB etwa doppelt 
normal war.*) Die Berechnung des theoretischen Wertes ist so 
zu verstehen, daB die Stickstoffmenge, die aus den beiden NH,- 
Gruppen und der salpetrigen Séure maximal sich bilden konnte 
(also 2 N,), mit 100°/, angesetzt wurde. Die Zahlen beziehen sich 
auf feuchten Stickstoff, die blinden Werte sind jedesmal schon 
abgezogen. 


1) Diese Z. 205, 76 (1932). 

2) Bei den van Slyke- Bestimmungen bin ich von Herrn Dr. Johannes 
Reschke in dankenswerter Weise unterstiitzt worden. 
3) Vgl. Plimmer, a. a. O. 
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I. 0,1126 g Substanz gaben 5,06 cem N (15,5°, 759,8 mm); 
Ber. 10,23 ccm N. 


II. 0,1224 g Substanz gaben 6,49 ccm N (18°, 762,0 mm). 
Ber. 11,22 ccm N. 


III. 0,1181 g Substanz gaben 9,57 cem N (18°, 756,1 mm). 
Ber. 10,91 com N. 


IV. 0,1182 g Substanz gaben 9,92 cem N (18°, 757,0 mm). 
Ber. 10,91 ccm N. 


Gef. I. 49,469/,, II. 57,84/,, III. 87,72°/,, IV. 90,93°/, 


2. Oxydationsprodukt CayH3¢ (3g) NsO9. Die Herstellung des 
Oxydationsproduktes wurde insofern vereinfacht, als man nicht 
die reine Oximinoaminosiure C,,H,,N,0, als Ausgangsmaterial 
verwendete, sondern den in der 31. Mitteilung!) erwahnten braun- 
sefirbten Riickstand, der das rohe Hydrochlorid der Oximino- 
aminosiure enthilt, benutzte. Der Rickstand (aus 1g Keto- 
lactamtricarbonsiure) wurde in 25 ccm 5°/,iger Natronlauge ge- 
lést, die Fliissigkeit in einem K6olbchen mit der heiBen Loésung 
von 1g Kaliumpermanganat in 45 ccm Wasser versetzt und das 
(remisch auf dem Dampfbad weiter erhitzt, bis nach etwa 
15 Minuten Entfairbung eingetreten war. Weitere Behandlung, wie 
in der 80. Mitteilung?) beschrieben. Ausbeute an mit Alkohol aus- 
gezogenem, aber nicht umkrystallisiertem Produkt: etwa 0,27 g. 
Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser resultierten wieder die 
Blattchen oder Tafeln von rhombischer Gestalt und vom Zer- 
setzungsp. 276°. 

0,3 g des Oxydationsproduktes wurden mit 15 ccm 20°/jiger 
Salzsiure 6 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Die 
Lésung fiarbte sich dabei anfangs wenig, spiter stark braun. Nach 
dem Erkalten filtrierte man von sehr geringen Mengen eines un- 
selésten, braunschwarzen Stoffes ab und machte das Filtrat mit 
20°/,iger Natronlauge alkalisch. Die warme Flissigkeit lieB deut- 
lich den Geruch nach Ammoniak erkennen, angefeuchtetes rotes 
Lackmuspapier, iiber die Lésung gehalten, wurde stark geblaut 
und ein mit Salzsiure befeuchteter Glasstab zeigte starke Nebel- 


bildung. Die weitere Verarbeitung der Loésung fiihrte vorerst _ 


nicht zu einem brauchbaren Produkt und soll deshalb hier nicht 
weiter beschrieben werden. 


1) Diese Z. 200, 46 (1981). 
2) Diese Z. 196, 282 (1931). 
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Fir die van Slyke- Bestimmung wurde ein aus Wasser um- 
krystallisiertes und bei 120° getrocknetes Priparat des Oxy- 
dationsproduktes verwendet. Ausfiihrung des Versuches, Berech- 
nung usw. wie bei Probe I des Aminoamids C,,H,,N,0,, (vel. 
S. 271). 

0,1207 g Substanz gaben 6,84 ccm N (17,5°, 760 mm); ber. 11,78 eem N 
(C.,4H3gN,0,) bzw. 11,83 com N (C.yHsg.N,0,). Gef. 58,06°/, bzw. 57,82°/,. 


Bei der Titration brachte man die bei 120° getrocknete Sub- 
stanz ohne Lésungs- oder Aufschwemmungsmittel mit Lauge zu- 
sammen (Phenolphthalein). Der Stoff ging nicht ganz leicht in 
Lésung, weshalb wiederholtes Schitteln und Zerdriicken der 
letzten Reste mit dem Glasstab erforderlich waren. Dadurch er- 
klart sich vielleicht zum Teil der Mehrverbrauch an Lauge 
(vgl. oben). 

0,1238 g Substanz verbrauchten 7,84 ccm n/10-NaOH; gef. 28,51°/, COOH. 
Ber. C,,H,,N.O9, dreibasisch: 27,09°/, COOH, vierbasisch: 36,12°/, COOH. — 
C,,H3,N.0,, dreibasisch 27,20°/, COOH, vierbasisch: 36,27°/, COOH. 


3. Umlagerungsprodukt C,,H,,N,0. Auch die Bereitung 
des Umlagerungsproduktes wurde etwas vereinfacht, indem man 
nicht die umkrystallisierte, sondern die rohe, lediglich mit Alkohol 
behandelte Oximinoaminosiure!) mit Schwefelsiure erhitzte. Im 
iibrigen waren Herstellung und Isolierung des Umlagerungs- 
produktes die gleichen, wie in der 831. Mitteilung beschrieben.?) 

Die Ausfiihrung der van Slyke-Bestimmungen (Trocknen 
bei 120°) gestaltete sich wie bei Probe I auf §. 271. 


0,1112 g Substanz lieferten 7,04 com N (15,5°, 753,6 mm). 
0,1185 g - ys 7,73 com N (16,59, 751,2 mm). 


Die Berechnung ergibt, daB im 1. Falle das Material aus 67,92°/, Um- 
lagerungsprodukt (C,,H3,N.0,) und 32,08°/, Aufspaltungsprodukt (C,,H,)N,O,,) 
bestand, im 2. Falle sind die Zahlen: 64,76°/, und 35,24°/). 


0,38 g des Umlagerungsproduktes (bzw. des Gemisches) wurden 
mit 15 cem 20°/jiger Salzsiure 6 Stunden lang am RiickfluBkiihler 
gekocht, die Lésung blieb dabei klar und ganz farblos. Nach dem 
Alkalisieren lieB sich Ammoniak nicht nachweisen. Die Flissig- 
keit wurde nunmehr nach dem Erkalten mit Essigsiure schwach 
angesduert (Lackmus) und mit 5°/,iger waBriger Kupferacetat- 
lésung versetzt. Die hierdurch erzeugte Fallung war von rein 





1) Diese Z. 196, 281 (1931); 200, 46 (1931). 
2) Diese Z. 200, 46, 47 (1931). 
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hellblauer Farbe und wurde nach lingerem Stehen abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen und in Wasser suspendiert. In die heibe 
Mischung leitete man Schwefelwasserstoff ein und konzentrierte 
das farblose Filtrat vom Sehwefelkupfer auf dem Wasserbad. Dabei 
schieden sich noch geringfiigige Mengen von Schwefelkupfer aus, die 
abfiltriert wurden. Das neue Filtrat brachte man zur Trockne, wo- 
bei ein kaum gefirbter, amorpher Riickstand resultierte. Versuche, 
diesen Riickstand in gut krystallisierte Form iiberzufiihren, schlugen 
bisher fehl. Er wurde deshalb mit Aceton angerieben, das Un- 
geléste abgesaugt und mit Aceton gewaschen. Das so erhaltene 
Produkt war ziemlich farblos, amorph oder nur sehr undeutlich 
krystallinisch, es lieB sich gut zerreiben und vertrug das Trocknen 
bei 120° anstandslos. Der Zersetzungspunkt lag bei etwa 232°. 
Ausbeute an diesem Material: 0,2 g. Beziiglich Ausfiihrung der 
van Slyke-Bestimmungen und Berechnung vgl. Probe I auf 
S. 271. 

0,1144 g Substanz gaben 4,04 ccm N (15,5°, 753,6 mm). 

Cy,4HyoN2010 Ber. 10,77 ccm N, 

0,1070 g Substanz gaben 3,9 ccm N (17°, 741,0 mm). 

CogH gg N 2010 Ber. 10,32 com N Gef. 37,51, 37,799/, N 

Dumassche Stickstoffbestimmung: 0,1235 g Substanz lieferten 6,0 com N 
(16,5°, 748,0 mm). 

Cy,HyoN.0,9 Ber. 5,43°/) N Gef, 5,649/, N. 











re 








CRORE, ESS SER Th i RR A 











serene 














Das Verhalten von 1-Histidin bei der Hefegarung. 
Von 


Werner Keil. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1932.) 








Durch die schénen Untersuchungen von F. Ehrlich ist be- 
kannt, daB manche Aminosiuren bei der Hefegiirung abgebaut 
werden. Unter Abspaltung von Ammoniak und Kohlensiiure ent- 
steht aus ihnen der um ein Kohlenstoffatom frmere Alkohol, 
und zwar wird nur die in der Natur vorkommende optisch aktive 
Komponente angegriffen. Ehrlich gibt an, daB méglicherweise 
auch J-Histidin in den entsprechenden Alkohol, den Imidazol- 
iithylalkohol (Histidol) verwandelt wird, er hat aber diesen Alkohol 
nicht isoliert.4) Diese Angabe ist nun éfter so ausgelegt worden, 
daB tatsichlich das Histidol bei der Hefegiirung nachgewiesen sei.?) 

Ich habe die Bildung von Histidol bei der Vergirung von 
l-Histidin durch Hefe untersucht. Bei zahlreichen Versuchen 
konnte ich jedoch nur feststellen, daB das Histidin nach kurzer 
Zeit fast véllig verschwunden ist. Eine Substanz, die den Imid- 
2zolkern noch enthilt, ist nicht nachweisbar. Imidazolithylalkohol 
konnte nicht aufgefunden werden, trotzdem dessen Nachweis auch 
in kleinen Mengen hitte méglich sein miissen. Die Kigenschaften 
und der Nachweis von Imidazolithylalkohol sind ja durch die 
Arbeiten von Windaus und Opitz hinlinglich bekannt.*) 

Das Verhalten des ]-Histidins bei der Giirung ist somit ein 
ganz anderes als das des Arginins, das iiberhaupt nicht angegriffen 
wird. Ich habe friiher in Gemeinschaft mit W. Linneweh im 
Wiirzburger Physiologisch-chemischen Institut festgestellt*), daB 





1) Biochem. Z. 36, 479 (1911); 63, 389ff. (1914). 

*) Z.B. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol. u. Pathol. chem. Ana- 
lyse S. 268, 1924. 
8) Ber. chem. Ges. 44, 1723 (1911). 
*) Unverdéffentlichte Versuche. 
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nach der Vergiirung von 50 g Argininmonochlorhydrat fast das 
gesamte Arginin als Flavianat wiedergewonnen werden konnte. — 
Vielleicht wird das Histidin durch Hefe in gleicher Weise zerstort 
wie durch die Histidase aus Leber.’) 


Experimentelles. 


5 g Histidinmonochlorhydrat werden zusammen mit 140 g Rohrzucker 
und einer Spur Natriumphosphat in 2 Liter Leitungswasser gelést. Dazu 
werden etwa 80g Bierhefe gegeben. Nach 2 Tagen Stehen bei etwa 30° 
ist die Giirung beendet, denn das Filtrat zeigt die Trommerprobe nicht 
mehr positiv; auch die Diazoreaktion zum Nachweis von Imidazolderivaten 
ist jetzt fast negativ. Nach dem Filtrieren wird stark eingedampft und mit 
Silbernitratlésung versetzt. Das ausgefillte Chlorsilber wird entfernt, im 
Filtrat wird mit weiterem Silbernitrat und Ammoniak die Histidinfraktion 
gefillt. Diese Silberfillung wird in Wasser suspendiert und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Vom Schwefelsilber wird filtriert. Das Filtrat wird 
eingeengt. Aus ihm laBt sich in iiblicher Weise ein Pikrat gewinnen, das 
sich bei der Analyse als Histidinpikrat erweist. Seine Menge betrigt etwa 
50mg. Es wird bei 78° im Vakuum getrocknet. 


5,055 mg Substanz gaben 6,88 mg CO, und 1,23 mg H,0. 

3,038 mg ” 5 0,524 cem N (23°, 761 mm). 

C,;H,,N,0, + H,O Ber. 84,33°/, C 2,72%) H  19,97%/, N 
Gef. 34,43 2,72 19,90 





1) Edlbacher, Diese Z. 157, 106 (1926); 191, 225 (1930); 195, 267 (1931). 








